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Versuche zur Darstellung hochaktiver Saccharasepraparate. 
2. Mitteilung‘). 


Von 
Olof Svanberg. 


Mit 3 Figuren im Text. 


‘Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Januar 1920.) 





Inhalt: 


I, Die Vorbehandlung der Hefe S. 66. — II. Die Autolyse der Hefe 
und die Inversionsfihigkeit des Autolysesaftes 8S, 72. — l1I. Die 
Darstellung der Enzymlésungen 3F durch Alkoholfallung 8S. 75. — 
IV. Kavlinadsorption S. 85. — V. Quantitative Zusammensetzung 
der Enzymlésungen nach Kaolinbehandlung S, 86. — VI. Dialyse- 
versuche 8. 90. — VII. Zusammenfassung 8. 92. — Beilagen 
S. 94. 


Neue Saccharasepriparate aus der untergirigen Hefe der 
Grénwalls-Brauerei. 

Unsere friiheren Versuche, hochaktive Saccharasepriparate 
aus in der Brauerei durch viertagige Vorbehandlung hochge- 
ziichteter Hefe darzustellen, wurden in dieser Arbeit wieder- 
holt und erginzt. So wurden die bei der Vorbehandlung der 
Hefe gleichzeitig mit der Saccharasebildung auftretenden quan- 
titativen Veriinderungen der Garungsenzyme, des Zymasegehalts 
der Zellen, festgestellt. Weiter wurde, um méglichst grofie 
Ausbeute an enzymreichem Material zu gewinnen, in der vor- 





1) Die erste Mitteilung (H. Euler und O. Svanberg) befindet sich 
in dieser Zeitschrift Bd. 107, S. 269 (1919), auf die ich beziiglich der 
alteren Literatur, der Methoden sowie der rationellen Definitionen der Ak- 
tivitaét und der Inversionsfahigkeit hinweisen kann. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIX. 
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liegenden Arbeit die bei der Autolyse eintretende zeitliche 
Verteilung der Saccharasewirkung und _ Inversionsfihigkeit 
(Wirkung pro Gramm Trockensubstanz) zwischen Heferiick- 
stinden und Autolysesaft messend verfolgt. Wir hatten nim- 
lich bei unseren friiheren Versuchen gefunden, daf die recht 
gleichmiffige Verteilung des Enzyms zwischen Hefebrei und 
Autolysesaft erst bei der fortschreitenden Autolyse nach der 
Verfliissigung der (abgeprefiten) Hefe allmihlich einsetzt:), 
Die bei den Filtrationen der autolysierten Hefe erhaltenen 
Hefereste wurden in dieser Arbeit nochmals mit destilliertem 
Wasser extrahiert und die so gewonnenen Extraktionssiifte in 
derselben Weise wie die Autolysesifte durch fraktionierte Al- 
koholfillung einer ersten Reinigung unterworfen; die dabei 
erhaltenen Enzymlésungen waren recht nahe von derselben 
Aktivitét pro Gramm Trockensubstanz wie die aus den ersten 
bzw. zweiten Autolysesaftfraktionen erhaltenen Lésungen. 


I. Die Vorbehandlung der Hefe und die gleichzeitige Anderung des 
Saccharase- und Zymasegehaltes. 


Es wurden wie bei der friiheren Gelegenheit*) 80 | Roh- 
hefe aus dem Girkeller (etwa 20 kg abgeprefiter, 50°/, iger 
Hefe entsprechend) wihrend vier Tagen in der Brauerei bei 
den fiir die Saccharasebildung optimalen, hohen Temperatur- 
bedingungen mit 100 1 Wiirze und 50 kg Rohrzucker nach dem 
untenstehenden Schema vorbehandelt. 

Die bei diesem Versuch erhaltene Ausgangshefe hatte be- 
reits mehrere Garungsfiihrungen in der Grénwalls-Brauerei 
mitgemacht; sie stammte urspriinglich aus Hamburgerbryggeriet 
zu Stockholm. Bei dem friiheren Versuch war die Hefe aus 
der St. Eriks-Brauerei bezogen worden. 


Schema der Vorbehandlung der Hefe: 


1, Tag. 100 1 (ca. 15 °/o) Stammwiirze, 10 kg Rohrzucker, 28° 
= 0,75 kg Ammonphosphat, 15 , r 28° 
oa 0,75 _,, : 15 , 2 26° 
4, 05 , ‘ 10 , ‘ 25° 


1) Euler und Svanberg, loc. cit. S. 297. 
2) Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 106, S. 201 (1919). 
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Die Aciditéit diirfte wahrend der Vorbehandlung recht 
nahe mit den optimalen Acidititsbedingungen der Saccharase- 
pildung iibereingestimmt haben. Die Aciditaét der Stammwiirze 
betrug pu = 5,68, das Ammonphosphat reagierte ganz leicht 
alkalisch, pa etwa 7,5. Anderseits wurde das Saurebildungs- 
vermégen der Hefe in Wiirze auch in drei Tagen nie gréfer 
als py = 4 gefunden’). Die Optimalbedingungen der Saccharase- 
bildung werden aber durch py = 5 bis py = 6 definiert, aber 
noch bei py = 4 bzw. po = 7 tritt eine kraftige Enzymbildung 
von etwa 90°/, der bei optimaler Aciditét beobachteten ein ’). 

Am Morgen jedes Tages der Vorbehandlung wurden die 
ausgegorenen Fliissigkeiten gréftenteils abgehebert und der 
Bodensatzhefe kleine Proben entnommen, die unter Ermittlung 
der absoluten Zellenzahlen in der Thoma-Zeisschen Rechen- 
kammer auf Inversions- und Giarungsvermégen quantitativ 
untersucht wurden. 


Die Inversionsversuche wurden wie in unseren friiheren 
Arbeiten bei 18—18,5° ausgefiihrt. 4,8 g Rohrzucker wurden 
in 49 ccm dest. Wasser + 10 ccm 4°/,iger KH, PO,- Lésung 
mit etwa 1 ccm Hefebrei invertiert. Wie friiher wurden die 
Inversionskonstanten durch Polarisation der von Zeit zu Zeit 
entnommenen und mit Soda vermischten Proben erhalten (zu 
10 cem 1-normal = 5°/, Sodalésung 10 ccm der Probe). 


Die Zymaseversuche wurden in der folgenden Lésung aus- 
gefiihrt: 
6 g Rohrzucker, 
10 cem 4°/oige KH, PO,-Lésung, py = 4,45), 
120 ccm Wasser, 
10 ccm Hefebrei. 


Die Lésungen befanden sich in 300 cem-Erlenmeyer- 
kolben, die mit Kohlensiurebiiretten verbunden waren. Die 





1) Svanberg, Zeitschr. techn. Biol. Bd. 8 (2) Heft 1 (1920). 

*) Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 106, 8S. 239 (1919). 

8) Uber die optimalen py-Bedingungen der Hefegirung vgl. Euler 
und Heintze, Svenska Vet.-Akad. Arkiv fér Kemi, Bd. 7, No. 21 (1919), 
sowie Diese Zeitschr. Bd. 108, S. 165 (1919). 
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Kolben wurden bei der Girung im Wasserthermostaten be; 
27° + 0,2° konstant gehalten und vor dem Zusatz der Hefo 
auf die richtige Temperatur gebracht. Simtliche Girversuche 
wurden mit drei Parallelproben ausgefiihrt, wobei sich die 
einzelnen Ablesungen nur um < 4°/, von den Totalwerten 
unterschieden. 

Es werden in der Tabelle unter Kubikzentimeter CO, des- 
halb nur die Mittelwerte der drei Versuche mitgeteilt. Nach 
den Giarungen wurden die Zellenzahlen in der Weise ermittelt, 
daf§ von der Girfliissigkeit 10 com mit 90 ccm '/,, norm. 
Schwefelsiure vermischt wurden, worauf die Zellen in diesen 
Verdiinnungen direkt unter dem Mikroskop geziihlt wurden. 


Die Resultate waren die folgenden: 


Inversionsvermégen 


(Saccharasegehalt der Zellen). 





Nr. 





Inv. pro Zell Rel. 
Hefemenge bei dem Versuch; | Inversions- | der Hv. pro Gene ‘a 
absolute Zellenzahl konstante, k | Bei- k- g Zucker all 
lage Zellenzah] | stiirkung 





Ausgangshefe 0,190 101°} 29 10-4] 1 7,3-10-12 74 1 


Nach 1 Tag 
Vorbehandlung 0,213 1019] 69 10-4) 2 | 15,5-10-12] 2,1 


Nach 2 Tagen 
Vorbehandlung 0,240 1010] 144 10-4] 3 | 28,8-10—12 ] 3,95 


Nach 3 Tagen 
Vorbehandlung 0,174 1019] 125 10-4] 4 | 34,5-10-12] 4,7 


Nach 4 Tagen 
Vorbehandlung 0,267 1019] 229 10-4] 5 141 -10-12] 5,6 


0,1073 g der Haupt- 
menge 0,462 109 34,9 10-4] 6 | 36,2-10-12] 5,0 














Durch die Vorbehandlung haben wir also in dieser Arbeit 
eine Steigerung des Saccharasegehalts der Ausgangshefe auf 
das Fiinffache erzielt’). 


1) Vgl. Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 296, 

















Versuche zur Darstellung hochaktiver Saccharasepriiparate. If. 69 
Giéirungsvermégen’). 
(Zymasegehalt der Zellen.) 
Dauer der Absolute Gardaner ecm CO, com CO, 
im ; Differenz pro 
Vorbehandlung | Zellenzahl | yy; top | (Mitel) sade 
Unvorbehandelt}| 3,4 1010 0 0 
(Ausgangshefe) 15 84 
30 111 7 
45 194 83 
60 277 83 
75 359 82 
Mittel: 81 324 
1 Tag 3,4 1010 0 0 
15 38 
30 108 70 
45 187 79 
60 269 82. 
75 349 80 
Mittel: 78 312 
2 Tage 3,2 1010 0 0 
15 39 
30 92 (53) 
45 157 65 
60 229 72 
75 305 76 
90 382 77 
105 459 77 
Mittel: 73 292 
3 Tage 3,0 1010 0 0 
15 43 
30 96 (53) 
45 155 69 
60 219 64 
75 283 64 
. 90 350 67 
\ 105 412 62 
. 120 478 66 
Mittel: 65 260 
4 Tage 2,95 1010 0 0 
15 45 
30 122 (77) 
45 203 81 
60 290 87 
75 406 116 
90 497 91 
Mittel: 94 376 


1) Die Ausfiihrung dieser Versuche verdanke ich Herrn Cand. phil. 
K. Sjiberg. 
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I II 
Dauer der Absolute . Relative 

Vorbehandlung —— Be ested ie Verstirkung 
Unvorbehandelt 3,4 324 95 1 

1 Tag 3,4 312 92 0,97 

2 Tage 3,2 292 91 0,96 

3 Tage 3,0 260 87 0,92 

4 Tage 2,95 376 127 1,34 


Wihrend durch die Vorbehandlung die Inversionsfihigkeit 
der Hefe stetig bis auf den 5,6-fachen Wert stieg, wurde das 
Gérvermégen nur auf das 1,34-fache erhéht, und zwar mit 
einem einzigen Sprung; wahrscheinlich handelt es sich be- 
treffend der Verinderungen des Girvermégens nur um eine 
ziemlich unreproduzierbare Wirkung der fiir die Hefe ungiinstig 
hohen Temperatur. 

Im allgemeinen bestiatigen diese Zahlen das Ergebnis von 
Kullberg’), welcher allerdings nur viel geringere Saccharase- 
bildung erzielt hatte. 

Anderseits muf hervorgehoben werden, daf die vorbe- 
handelte saccharasereiche Hefe nicht in dem Sinne _ ,girungs- 
miide* ist, wie wir wegen der iiberaus schnell einsetzenden 
Verfliissigung der bis etwa 30 °/, Trockensubstanz abgeprefiten 
Hefe friiher angenommen haben*). Diese sehr schnell und 
kraftig einsetzende Autolyse unserer vorbehandelten Hefe er- 
innert an das Resultat, das Euler mit Dernby®*) nach einer 
iihnlichen Vorbehandlung der Hefe gewonnen hat, dafi durch 
eine solche Vorbehandlung die Wirkung der protelytischen 
Hefenenzyme, oder wenigstens eine Gruppe derselben, wesent- 
lich ansteigt. Diese vorliufigen Resultate sollen bald naher 
studiert werden. 


Euler und Kullberg‘) berechneten in einer Arbeit das Verhiiltnis 
Inversionskonstante : Girungskonstante bei lebenden Hefen, unter der Vor- 





') Kullberg, Diese Zeitschr. Bd. 92, 8S. 340 (1914). 


*) Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 107, 8S. 297 (1919). 
3) Euler und Dernby, Diese Zeitschr. Bd. 89, S. 408 (1914). 
*) Euler und Kullberg, Diese Zeitschr, Bd. 71, S. 27 (1911). 
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aussetzung, daB die Giérung monomolekular erfolgt, was jedoch nur im 
Anfang der Girung zutrifft, da die Kohlensiureentwicklung bei einer 
gegebenen Hefemenge innerhalb recht weiter Grenzen der Zuckerkonzen- 
tration geradlinig, d. h. mit konstanter Geschwindigkeit, vor sich geht. 
Fir eine Stockholmer Brauhefe wurde von Kullberg gefunden: 





Inversionskonstante 
Girungskonstante 
bei 2 g ( 8°/,) Rohrzucker 170 
bei 4 g (16°%,) Rohrzucker 90 


Rechnen wir die in dieser Arbeit erhaltenen Zahlenwerte auf 2 g 
Zucker und die gleiche Hefemenge 1 - 1019 Zellen um, so erhalten wir fiir 
die unvorbehandelte Ausgangshefe: 

8. 10-12. 1.1010 
Inversionskonstante = = — a 365 + 10-4 bei 18°, entspr. 
etwa 750 - 10-4 bei 27°. 


Gadirungskonstante: 














_ unvergorener Zucker Garungs- 
Min. 5 5 konstante 
0 2 
; 324 - 44 
ae a ae -4 
60 2—2 34. 24000 2—0,35 1,65 14,0 10 
120 2—0,70 = 1,30 (15,6 10-4) 





Wir erhalten also fiir 27° und 2 g Zucker: 
Inversionskonstante 750. 4 
“Garungskonstante 14° °° 
Das Verhaltnis der Konstanten fiel also diesmal recht viel kleiner 
aus, Dies ist damit erklarlich, daB Euler und Kullberg im allgemeinen 
ungewohnlich hohen Saccharasegehalt der Hefe fanden, wihrend die Aus- 
gangshefe in dieser Arbeit ein kleineres Inversionsvermégen zeigte, als 
dem normalen Saccharasegehalt der Brauereiunterhefe H entspricht'). 
Anderseits haben wir es in dem vorliegenden Falle sicherlich auch mit 
einer besonders giirkriftigen Hefe zu tun. 


Der Vorbehandlung der Hefe in der Brauerei wird da- 
durch eine Grenze gesetzt, dafi sich die Hefe von Tag zu 
Tag in dem Giargefifi immer schlechter absetzt — wahr- 


1) Vgl.: ,Saccharasegehalt und Saccharasebildung in der Hefe*; 
Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 106, S. 217 (1919). 
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scheinlich infolge eintretender Auto:yse (vgl. oben) — ein Um- 
stand, der die Ausbeute leicht wesentlich vermindern kann. 
Demnach war es notwendig, das Hochziichten abzubrechen, 
ehe ein wirkliches Maximum des Saccharasegehalts der Hefe 
erreicht worden war, und bot die Abpressung der Hefe aus 
der diinnfliissigen Suspension recht erhebliche Schwierigkeiten. 

Es wurden diesmal 15,5 kg Hefe von 30,4°/, Trocken- 
substanzgehalt erhalten. 

Ob Veriinderungen in der Wahl der Stickstoffquelle wah- 
rend der Vorbehandlung in dieser Hinsicht weitere Fortschritte 
fiir die biologisch-priparative Saccharasebildung der Hefe mit- 
fiihren kénnen, ohne zugleich die Kigenschaften der aus der 
Hefe erhaltenen Autolysesifte bzw. Extrakte in unvorteilhafter 
Richtung (wie verminderte Fiallbarkeit des Enzyms, hodherer 
Gehalt an Hefegummi oder proteolytische Enzyme usw.) zu 
beeinflussen, wurde noch nicht erortert. 

Wir sind Herrn Disponenten Karl A. Hagen sowie Herrn 
Braumeister A. Dessle bei Grénwalls Brauerei wieder fiir 
ihre freundliche Unterstiitzung zu Dank verpflichtet. 


ll. Die Autolyse der Hefe und die Inversionsfahigkeit des 
Autolysesaftes. 


Die auf 30,4°/, Trockengewicht in der Brauerei abge- 
preBite, vorbehandelte Hefe wurde in drei Portionen geteilt: 
A, B und C; (B und C gleich groB, A etwa 25°/, kleiner) und 
unter Zusatz von Toluol sich selbst der Autolyse bei Zimmer- 
temperatur (15—16°) iiberlassen. Es trat sehr schnelle Ver- 
fliissigung der Hefe unter starkem Schiumen (Selbstgirung) 
ein, so dafi bereits nach zwei Tagen eine kleine Probe eines 
klaren Autolysesaftes abfiltriert und untersucht werden konnte. 
Es wurde von Tag zu Tag der Saccharasegehalt (Inversions- 
konstante pro cem bei 4,8 g Zucker, + 18,5° und p,g-Optimum) 
des Saftes und dessen Gehalt an Trockensubstanz quantitativ 
untersucht. Aus den diesbeziiglichen Werten wurde die Inver- 
sionsfahigkeit des Extraktes pro g Trockensubstanz, also der 


Quotient If k - g Zucker 


~ g Trockensubstanz 





~wrEe = 


1s GQ 
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berechnet. Aus If wurde die O’Sullivan-Tompsonsche 
Minutenzahl fiir ,,Nulldrehung’ bei 4 g Zucker und 0,05 g 
Priparat und 18,5° berechnet aus der Formel 
b=, + 0°=t Min. 
Die Resultate sind in der folgenden Tabelle zusammen- 


gefaft worden: 








Inversions- 
Autolyse-|konstante von Trocken- 
Hefe-}  dauer 1 ccm bei Nr. der | substanz If i 0° 
Saft 4,8 2 Zucker Beilage == t Min. 
Tage k - 10° a 
A 2 59 7 8,10 0,35 132 
A 3 100 8 9 90 0,485 95 
A 4 150 9 11,3 0,64 72 
A 5 218 10 12,65 0,83 56 
A 6 251 11 13,45 0,895 51,5 
A 7 295 12 14,15 1,00 46 
A 8 321 13 14,6 1,05 44 
C 14 432 21 15,9 1,30 36 
C 21 452 22 16,45 1,32 35 























Die drei Figuren zeigen die zeitlichen Verinderungen des 
Saccharasegehalts, der Trockensubstanz und der Wirksamkeit 
SHO, 
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Autolysedauer, Jace. 


Fig. 1. 
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4 pro g Trockengewicht des Saftes wihrend der Autolyse. Dem 
a relativ langsamen Ubergang des Enzyms aus dem Hefebrej 
4 in den Saft entspricht dessen grofies Molekulargewicht und 
: langsame Diffusion. 
‘ r- | 
7 aN F/7 r A 
Pi rm 
aan ~~ 
4 ey 
a Ns ' 
4 Y 
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Fig. 2. 
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ae oO 3 o 9g > 75 78 2 
a | Autolysedauer Tage, 
Fig. 3. 


Um hier einen Hinweis auf die Effektivitait der angewen- 
deten Methodik der Saccharaseanreicherung der Hefe zu geben, 
soll bemerkt werden, dafi schon der Autolysesaft unserer 
hochgeziichteten Hefe pro g Trockengewicht ebenso oder gar 
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starker aktiv ist als die besten Priparate mehrerer Alterer 
Forscher (O’Sullivan und Tompson: + 0° = 25 Min. bei 
20°; Mathews und Glenn: + 0° = 35—50 Min.) sowie 
unser aus der Oberhefe SB erhaltenes altestes Priparat (+ 0° 
= 29 Min. bei 18°). 


ill. Die Darstellung der Enzymlésungen 3F durch Alkoholfallung. 


Wie in unserer friiheren Arbeit wurde eine erste Rei- 
nigung des Enzyms durch fraktionierte Fallung der Autolyse- 
sifte mit Alkohol vorgenommen. 


Saft A. 
Darstellung von 38F1, 3F2 und 3F3. 


Nach achttagiger Autolyse wurde die erste Hauptmenge (A) 
der verfliissigten Hefe durch 26 doppelte Faltenfilter abfiltriert, 
wobei erhalten wurden: 

500 com Autolysesaft, klar, dunkelbraun; Aciditét py = 5,4. 1 com 


gab bei 4,8 g Zucker k = 0,0321 (Beil. 13) Trockensubstanz 
14,6°/, (reichliche Ausscheidung von Eiweif bei Erhitzen) 


If = 1,05; + 0° — 44 Min. 


Die breiigen Riickstaénde wurden mit 500 ccm destillierten 
Wassers verriihrt. 


1. 250 cem des Autolysesaftes wurden direkt bei der urspriing- 
lichen Aciditiét mit Alkohol bis 46°/, gefallt. Es ent- 
stand ein flockiger Niederschlag. Der gréfSte Teil der 
Mutterlauge wurde abfiltriert, der Rest mit destilliertem 
Wasser (bis 20—25°/, Alkoholgehalt) aufgeschlemmt 
und, teilweise unter Riihren, extrahiert, worauf der 
saccharasehaltige Saft mit Alkohol bis 45°/, nochmals 
gefillt wurde. Der Niederschlag wurde abdekantiert 
und abgesaugt und in destilliertem Wasser gelést. Dabei 
wurden erhalten: 


252 ccm Wasserlésung 3F1. lccm gab bei 4,8 g Zucker 
= 0,0273 (Beil. 24). Trockensubstanz 1,85°/,. 


If = 7,1; + 0° = 6,5 Min. 
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Berechnung der Ausbeute. 























k- 10° Volk ee 
| /o | & 
250 com Autolysesaft A . . 321 8,03 14,6 36,5 
252 ccm Wasserlisung 3F1 . 273 6,89 1,85 4,65 
Ausbeute: 86°/, | 


2. 235 com des Autolysesaftes wurden zur Priifung der 
Alkoholfillbarkeit des Enzyms bei einer geringeren 
Aciditét mittels 15 com 2-n. NaOH von py = 5,4 bis 
Py = 6,4 gebracht. Der Saft wurde nun genau wie bei | 
mit Alkohol behandelt. Dieser Versuch fiel insofern 
negativ aus, als bei der natiirlichen Aciditat (5,4) des 
Saftes sowohl gréfere Enzymausbeute (bessere Fillbar- 
keit bzw. geringere Zerstérung) als weitgehendere Reini- 
gung (gréBere Aktivitaét pro g Trockengewicht) erzielt 
worden war. Es wurden nimlich erhalten: 

72 com Wasserlisung 3F2. 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker 
k = 0,0203 (Beil. 25). Trockensubstanz 1,95 °/,. 
If = 5,0; + 0° = 9,25 Min. 
73 com Wasserlisung 3F3, 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker 
k = 0,0304 (Beil. 26). Trockensubstanz 3,60 °/,. 
If = 4,05; + 0° = 11,4 Min. 


Berechnung der Ausbeute: 














Trockensubstanz 
k-10* | Vol-k ‘ 
/o | 8 
235 ccm Autolysesaft A 321 7,55 14,6 34,3 
72 ccm Wasserlisung 3F2 . 203 1,46 1,95 1,40 
73 ccm Wasserlisung 3F3 . 304 2,22 3,60 2,52 
Ausbeute: 3,68 
2 49% 











Dieser Versuch zeigt also im Vergleich mit 1, da es 


weniger vorteilhaft ist, die Saccharase bei py = 6,4 als bei 
Py = 5,4 zu fallen. Bei einem weiteren Versuch (siehe Saft B) 
wurde ein vorteilhafteres Resultat durch Fallen bei py = 5,4 
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als nach Sdureausscheidung der EKiweilstoffe bei py = 4,45 
erhalten. Es ist also py etwa 5,4 die fiir die Alkoholfallung 
der Saccharase zweckmifigste Aciditat. 

Es wurden mit der Wasserlisung 3F1 weitere Versuche 
angestellt, die Saccharase durch erneute Ausscheidung mit 
Aceton-Glyzerin sowie mit Alkohol und Alkohol-Athylacetat 
zu reinigen (Darstellung der Lésungen 3F 1, 2, 3F1, 3 und 
3F1, 4). Dabei wurde aber nur das Resultat bestitigt, daf 
man ,durch zwei aufeinanderfolgende Alkoholfillungen nach 
dieser Methode praktisch zu einer Grenze der Reinigung des 
Autolysesaftes kommt* ’). 

Saft A. 
Darstellung von 3F a3. 

Die breiigen Heferiickstiinde des vorigen Autolysesaftes 
wurden, wie erwéhnt, mit 500 ccm destillierten Wassers ver- 
riihrt. Nach acht Tagen wurde eine kleine Probe filtriert 


und der Saft untersucht: 
1 ccm Saft gab bei 4,8 g Zucker k = 0,0363 (Beil. 14a). Trocken- 
substanz 13,8°/,. 
If= 1,26; + 0° = 37 Min. 


Die Hauptmenge wurde indessen erst nach 22 Tagen 
Extraktion filtriert: 


750 ccm Extraktionssaft. 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker k = 0,0352 
(Beil. 14b). Trockensubstanz 15,4°/,. 
1f = 1,10; + 0° = 48 Min. 
Aus diesem Saft wurden durch fraktionierte Alkoholfallung 
dargestellt: 
275 ccm Wasserlisung 3F a3. 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker k = 0,0716 


(Beil. 27). Trockensubstanz 5,15°/,. 
If = 6,7; + 0° = 6,9 Min. 


Berechnung der Ausbeute: 




















k-10¢ | Vol-k pics eee 
/o | 4 
750 com Extraktionssaft A. 352 26,4 15,4 | 115 
275 com Wasserlisung 3Fa3] 716 | 197 | 5,15 14 
Ausbeute: 75°/, 


1) Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 284 (1919). 
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Saft A. 
Darstellung von 8Fa4, 


Die Hefereste A wurden nochmals gesammelt und mit 
destilliertem Wasser extrahiert. Nach 30 Tagen Extraktion 
wurden abfiltriert: 


1150 ccm Saft A. 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker k = 0,0194 (Beil, 15). 
Trockensubstanz 10,95 °/,. 
If == 0,85; + 0° = 54 Min. 


Durch zwei Alkoholfallungen wurden erhalten: 


195 ccm Wasserlisung 3F «4. 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker k = 0,0830 
(Beil. 28). Trocvkensubstanz 5,64°/,. 
If == 7,05; + 0 = 66 Min. 


Berechnung der Ausbeute: 

















k - 10! | Vol: k Trockensubstanz 
| | y 
/0 | a 
1150 ccm Saft A... ..] 194 | 22,3 | 10,95 | 126 
195 ccm Wasserlisung 3 Fa 4 830 | 162 5,65 11 
Ausbeute: 73°/, | 
Saft B. 


Darstellung von 3F§1 und 3F82, 


Die Hauptmenge B wurde schon nach dreitiigiger Auto- 
lyse filtriert: 
1000 ccm Autolysesaft B. 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker k = 0,00684 
(Beil. 16). Trockensubstanz 8,63°/,. 
2 If = 0,38; + 0° = 122 Min. 
a Dieser Saft war also ein besonders saccharasearmer Vor- 
lauf. Es wurde also damit eine ganze erste Fraktion der 
leichtléslichsten Extraktivstoffe ohne erhebliche Enzymverluste 
e von der Hefe abgetrennt. 
: Die breiigen Riickstinde wurden mit 1000 ccm destil- 
lierten Wassers verriihrt (zur Darstellung von 3Fa1 und 3F 2). 
Die 1000 ccm des schwachen Saftes wurden zu den fol- 
genden vergleichenden Versuchen verwendet: 
1. Darstellung der Wasserlésung 3F 61. Das py des ur- 
spriinglichen Saftes betrug 5,5. Durch sukzessive Zusiitze von 











Versuche zur Darstellung hochaktiver Saccharasepriparate. II. 79 


HCl wurde ein Niederschlagsoptimum bei py etwa = 4,5 fest- 
gestellt. 500 ccm des Saftes wurden in der von Meisen- 
heimer’) bei Hefeprefisaft ausgenutzten Weise mit 31 ccm 
etwa 1-n HCl gemischt, wodurch die Aciditaét pq = 4,45 her- 
vorgerufen wurde. Der Eiweifiniederschlag wurde durch dop- 
pelte Faltenfilter entfernt, das Filtrat war anfangs ganz klar, 
triibte sich aber allmiéhlich ziemlich stark — die Tribung 
wurde durch kleine Zusiitze von HCl (in besonderen Proben) 
nicht mehr beschleunigt —. Durch 24stiindige Adsorption 
mit Kaolin wurden die Eiweifistoffe griindlich entfernt, wobei 
ein bleibend klarer Saft erhalten wurde, der sich auch bei 
Erwirmen nur wenig triibte: 


450 ccm enteiweifter Autolysesaft. 1 ccm gab hei 4,8 g¢ Zucker 
k = 0,0059 (Beil. 16b). Trockensubstanz 7,22 °/o. 


If = 0,384; + 0° = 120 Min. 


Durch die Siureausfallung und die Kaolinadsorption war 
also ein erheblicher Anteil (8,63—7,22 °/,) der Trockensubstanz 
des Autolysesaftes entfernt worden, ohne aber daf} sich gleich- 
zeitig die Inversionsfaihigkeit entsprechend verbesserte. Es 
waren mit andern Worten gleichzeitig Enzymverluste einge- 
treten (k von 68,5 bis 59-10-* gesunken). 


Aus dem enteiweifiten Autolysesaft wurde durch zwei- 
malige Alkoholfallung und Wiederauflésen die Wasserlésung 
3F 81 dargestellt: 


150 com Wasserlésung 3F 81. 1 ccm gab bei 4,8g Zucker k = 0,0089 
(Beil. 29). Trockensubstanz 1,3 °/o. 


If = 3,29; + 00 = 14 Min. 


2. Zum Vergleich mit diesem ziemlich umstindlichen Ver- 
fahren wurde aus 440 ccm des urspriinglichen, nicht ent- 
elweiften Autolysesaftes die Saccharase mit Alkohol zweimal 
direkt ausgeschieden. Dieses Verfahren gab das folgende Re- 
sultat: 


‘) Meisenheimer, Gambarjan und Semper, Biochem. Zeitschr. 
Bd. 54, S, 109 (1913). 
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160 ccm Wasserlisung 3 F 62. 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker k = 0,0077 
(Beil. 30). Trockensubstanz 0,90 °/o. 


If=41; +@®%=118 Min. 


Das alte, von O’Sullivan und Tompson angegebene, 
direkte Alkoholfallungsverfahren scheint also — wenigstens 
wo es sich um Autolysesifte handelt| — besser geeignet als 
Meisenheimers, 

Saft B. 


Darstellung von 3Fal und 38Fa2, 


Den Verlauf der Saccharaseextraktion aus den Hefe- 
riickstiinden B illustriert die folgende Tabelle: 








Inversions- 





i konstante | Nr. |'Trocken- 
xtraktionsdauer 
¥ aaa —— der substanz] If |+00—t Min. 
Tage €1 4,98 | Bei- 
Zucker ] °fo 
k- 104 — 
12 476 17 15,45 | 1,48 31 
16 465 18 16,1 1,39 33 
16, zweimal gefallt,3 Fal 249 dla 2,0 6,0 + Be 
22 468 19 17,5 1,28 36 

















(Hauptmenge 960 ccm) 


Aus der Hauptmenge des Extraktionssaftes wurde durch 
zwei Alkoholfallungen dargestellt: 


375 com Wasserlisung 3 F a2. 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker k = 0,0751 
(Beil. 831b), Trockensubstanz 5,4 °/o. 


If =6,7; + 0° =6,9 Min. 


Berechnung der Ausbeute: 























Trockensubstanz 
k- 10¢ Vol-k s 
/o a 
960 ccm Saft B 468 45 17,5 168 
875 ccm 3Fa2 751 28 5,4 20,2 





Ausbeute: 62 °,. 
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Saft B. 
Darstellung von 8Fa45, 


Die Heferiickstiinde B wurden noch einmal mit Wasser 
extrahiert, und zwar wihrend 35 Tagen. Das Filtrieren (3 Tage 
in grofen Trichtern) gab: 

1000 ccm Extraktionssaft B, 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker k = 0,0260 

(Beil. 20). Trockensubstanz 13,2 °/,. 
If = 0,945; + 00 — 49 Min. 


Der zweite Extraktionssaft erhielt also pro ccm bedeutend 


weniger Saccharase als der erste. Durch fraktionierte Alkohol- 
fillung erhielten wir: 


128 ccm Wasserlésung 3 F a5, 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker k = 0,1329 
(Beil. 52). Trockensubstanz 11,65 °/). 


If = 5,5; + 00 = 8,4 Min. 


Berechnung der Ausbeute: 




















K-10 Vol- k Trockensubstanz 
‘Yo | 8 
| 
1000 ccm Saft B 260 26 13,2 | 132 
128 com 8Fa5] 1329 17 11,65 | 148 





Ausbeute: 65 °/,. 


Saft C. 
Darstellung von 3F5. 


Die dritte Hauptmenge (C) der autolysierten Hefe wurde 
erst nach 21 Tagen in Angriff genommen. 








Inversions- | 
hudiiiiiaiin konstante | Nr. |Trocken- 
en ‘. ¥ : mi der substanz]| If {+ 0°—t Min. 
Tage €1 4,08 | Bei- 
Zucker cian Ps 
k- 104 8 
14 432 21 15,9 1,30 36 
21 452 22 16,45 | 1,82 35 
(Haupt menge 1025 ccm) 
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Aus der Hauptmenge des Saftes wurden fraktioniert gefillt; 


290 ccm Wasserlisung 3F 5. 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker k = 0,0843 
(Beil. 38). Trockensubstanz 6,4 °/,. 


If == 6,2; t 0° = 7,45 Min. 


Berechnung der Ausbeute: 























k- 108 Vol: k er 
/o 8 
1025 ccm Saft C 452 46,4 16,5 169 
290 com 3F5 843 24,4 6,4 18,5 





Ausbeute 53 °/). 


Saft C. 
Darstellung von 3Fa6. 


Die Heferiickstiinde des vorigen Autolysesaftes wurden 


40 Tage mit destilliertem Wasser extrahiert. Es wurden er- 
halten: 


1200 ccm Extraktionssaft C. 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker k = 0,0267 
(Beil. 23). Trockensubstanz 15,2 °/,. 


If = 0,845; + 0° = 55 Min. 


Hieraus wurde durch zwei aufeinanderfolgende Alkohol- 
fillungen dargestellt: 


155 com Wasserlisung 3F'«6. 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker k = 0,1349 
(Beil, 84). Trockensubstanz 11,4 °,. 


If = 5,7; + 0° = 8,1 Min. 


Berechnung der Ausbeute: 























k- 10¢ Vol-k Trockensubstanz 
*/o g 
1200 ccm Saft C 267 32 15,2 183 
155 com 3Fa6]} 1349 21 11,4 17,6 





Ausbeute 66 °,. 
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Ubersicht der Ausbeuten der Alkoholfallung. 
In dieser Tabelle sind angegeben: 


Saccharase, k - 10* pro ccm, die monomolekulare Reaktionskonstante, 
welche 1 ccm in 60 ccm 8 °/,iger Rohrzuckerlésung bei py-Optimum 
und 18,5° hervorruft. : 

Volum -k (k, bezogen auf die ganze Priparatmenge), k multi- 
pliziert mit dem Totalvolumen der Liésung. Bildet also einen Aus- 
druck fiir den Gesamt-Saccharasegehalt’). 

Trockensubstanz in °/,, sowie die gesamte Trockensubstanz der Liésungen 
in g. 

If, die Aktivitiitszahl pro g Trockengewicht: 

k-g Zucker (4,8) 











g Substanz 
+ 00 = t Min, O’Sullivan-Tompsonsche Minutenzahl, berechnet fir: 

4 g Zucker 

0,05 g Enzymtrockensubstanz 

18,50, 

ine. Py: Optimum. 

If. 

- Saccharase |Trockensubstanz if nyo 
k-10'|Vol-k] % | g t Min. 





Unvorbehand. Brauereihefe. 
80 1 Rohhefe 


Inv. pro Zelle: 7,3-10—12 rund 18 | 150 7,5 | 6000 | 0,12 400 


Vorbehandelte Hefe. 
15,5 kg 


Inv. pro Zelle: 36,2-10-12 ,, 825 | 505 30,4 | 4700 | 0,515 90 

















Autolyse- u. Extraktionssifte, 








Saft A. 500 ccm 321 | 16,05] 14,6 73 1,05 44 
750 ccm 352 | 26.4 | 15,4 115 1,19 42 
1150 ccm 194 | 223 |] 10,95 | 126 0,85 54 
Saft B. 1000 ccm 68,5; 6,85] 8,63 86,3 | 0,388 | 122 
960 com 468 | 45 17,5 168 1.28 36 
1000 ccm 26U | 26 13,2 132 0,945; 49 
Saft C. 1025 ccm 452 | 46,4 | 16,5 169 1,32 35 
1200 ccm 267 | 32 15,2 183 0,345) 55 
Summe: | 221 1052 




















1) Vgl. die Angabe des ,Menge-Wert-Produkts* von W illstatter 
und Stoll, Ann. Bd. 416, S. 28 (1918). 
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ST ease SN = penne) 























“Saccharase |Trockensubstanz 1f | 4. 00 — 
k-10*/Vol-k] °% | g | | t Min. 
Zweimal gefiallt. | 
dF 1 252 ccm 273 6,89 185 | 4,65 }] 7,1 6,5 
3F2 72 com 208 + 146] 1,95) 1,401 50 | 995 
33 73 ccm 304 2,22} 3,60 2,52 | 4,05 11,4 
3F5 290 ccom 843 24,4 6,4 18,5 6,2 7.45 
38Fa2 370 ccm 751 28 5,4 20,2 6,7 6,9 
3F a3 275 cem 716 19,7 5,15 14 6,7 | 6,9 
8k a4 195 ccm 830 | 16,2 5,65 11 7,05 | 6,6 
38F a5 128 ccm 1329 17 11,65 | 14,8 55 | 84 
3 F a6 155 ccm 1349 21 11,4 | 17,6 D,7 & 1 
8F81 150 com s9 | 13] 13 | 195/38 | 14 
3FB2 160 ccm 7¢)6U|lCOS | 0,90, 1,45 ] 4,1 | 11,3 
Summe: | 139,4 108 
| Mittel: 6,2 | 7,45 


Aus dieser Ubersicht ersehen wir u. a. folgendes: 


Durch die Vorbehandlung der Hefe in der Brauerei ist 
die Saccharasemenge von 150 bis 505, also auf etwa 340 °/, 
der urspriinglichen Menge gesteigert worden. Gleichzeitig 
ist die Inversionsfahigkeit (Inv. pro Zelle) auf das Fiinffache 
gestiegen. 

Die Autolyse der Hefe und die nachfolgende fraktionierte 
Extraktion der Hefereste mit destilliertem Wasser gaben 
71/, 1 Autolyse- und Extraktionssifte, worin die Saccharase- 
menge (Volumen - k pro ccm) 221 = 44°/, der gesamten 
Saccharasemenge der vorbehandelten Hefe vorhanden waren. 

(In diesem Punkt haben wir also im Vergleich zu unserer 
friiheren Arbeit einen Fortschritt gemacht, wo wir 21,5 °/, 
des Saccharasegehalts der Hefe in fiir weitere Reinigung 
verwertbarer Form erhielten.) 


Die Alkoholfallungen gaben mit 63°/, Ausbeute die 
Wasserlisungen 3 F, welche also 28 °/, des Saccharasegehalts 
der Hefe enthalten. Im Vergleich zu der Saccharasemenge 
der unvorbehandelten Hefe enthalten diese Wasserlésungen 
mit ihren 108 g Trockensubstanz beinahe ebensoviel — oder 
exakter 93 °/, — wie die 80 1 Rohhefe der Brauerei mit 6 kg 
Trockengewicht. 
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Die Verbesserung der Aktivitaét pro g Trockengewicht, 
d. h. des Reinheitsgrades, geht aus der folgenden approxi- 
mierten Zusammenfassung hervor: 








Vorbehandelte = 3F 

Rohhefe Hefe Autolysesaft aweimal gefallt 
is 4 4 0,12 0,5 1 6,2 
0° Min. . 400 90) 45 7,5 














IV. Kaolinadsorption. 

Die durch Lésen der Alkoholfallungen erhaltenen Enzym- 
lésungen waren noch etwas triib und wahrscheinlich etwas 
eiweifhaltig. Besonders mit Hinsicht auf unsere Vergiftungs- 
versuche wurden die Hauptmengen unserer Saccharaselésungen 
mit Kaolin behandelt. 

Das Kaolin war einmal mit 0,2-n. HCl, sodann mit de- 
stilliertem Wasser ausgekocht. 

Zu jeder Saccharaselésung wurde ein dicker Brei, ent- 
haltend etwa 20—30 g Kaolin, hineingeriihrt und nach ein 
bis zwei Tagen abfiltriert. Die Filtrate waren kristallklare 
Lisungen von schén goldgelber Farbe. Sie werden mit Toluol 
steril gehalten. 

Die quantitative Definition der Lésungen nach der Kaolin- 
adsorption ist in folgender Tabelle gegeben. 














Lisung yhoons jh po aaa If  |+ 0°,Min. 
k + 104 Beil. of, e 
| 
BF 5 778 35 5,6 | 16,5 6,65 6,9 
3F a2 648 36 46 | 190 6,75 6,85 
3F a3 655 37 4,35 | 12,5 7,2 6,4 
8F a4 730 38 495 | 1,7 7,1 6,5 
BF ad 1440*) 39 10,65 | 11,2 6,5 7,1 
3F a6 1410*) 40 10.9 | 17,6 6,2 7,45 
Summe: | 84,5 
| Mittel: | 6,75 6,85 

















*) Infolge Verdunstens wihrend der zweitigigen Filtration etwas 
gréfer als bei den nicht kaolinbehandelten Lisungen (siehe voriges Kapitel). 
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Durch die Kaolinadsorption wurde nur etwa 10°/, an 


Enzym verloren. Etwa ebensoviel wurde an Aktivitit pro g 
Trockengewicht gewonnen. 


Anhang. 


Saccharasedarstellung aus Hefeprefsaft. 100 g der frischen, 
in der Brauerei vorbehandelten und abgeprefiten Hefe wurden 
mit Kiselgur, Sand und etwas Chloroform gerieben und fast zur 
Trockenheit gepreft. Es wurden 55 ccm grauer, undurchsichtiger 
Saft gewonnen, welcher Hefeflocken noch enthielt und mit 
Kaolin geklirt wurde. Nach Absaugen des Kaolins wurde 
erhalten: 


52 ccm hellgelber Saft. 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker k = 0,0032 
(Beil. 41), entsprechend etwa 5°/, des Saccharasegehalts der 
verwandten Hefe. Trockensubstanz 1,1, °/). if = 1,40: 
+ 0° = 33 Min. 

Durch Alkoholfallung wurde hieraus hergestellt: 

32 ccm Liésung B. 1 ccm gab bei 4,8 g Zucker k = 0,0015 (Beil. 42). 
Trockensubstanz 0,113°/,. If = 6,37; + 0° = 7,3 Min. 

Es wurde also auch in dieser Weise ein ziemlich hoch- 


aktives Priparat gewonnen, jedoch in sehr unbefriedigender 
Ausbeute. 


Haltbarkeit der Saccharaselisungen bei Zimmertemperatur. 


Die besonders grofie Haltbarkeit von Saccharasepriparaten 
ist schon friiher hervorgehoben. Hier seien einige Zahlen, 
die wir an unseren dlteren Wasserlésungen erhielten, mit- 
geteilt: 


Januar—Februar 1919 Oktober 1919 
0,5 com gab bei 4,8 g Zucker 0,5ccm lccm Mittel (fiir 0,5 ccm) 
Lisung 3b k = 172 158 2 154 156 
3H 265 2838 2X 253 268 


(Beilagen 43—46.) 


V. Quantitative Zusammensetzung der Saccharaselisungen nach 
Kaolinbehandlung. 
1. Kohlenhydratgehalt. 


Der gréfte Teil des Trockengewichts der Saccharase- 
lésungen besteht aus Kohlenhydrat, dem Hefegummi. Die Er- 
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kennung des Hefegummis gelingt bekanntlich leicht mittels 
der speziellen Reaktion, Koagulation in alkalischer Kupfer- 
lésung. Den Hefegummi mittels dieses Reagens aus den 
Saccharaselésungen zu entfernen gelang uns aber nicht, zumal 
da der Gummi nicht in ammoniakalischer oder nur schwach 
alkalischer Kupferlésung ausfallt, sondern erst bei Gegenwart 
groBer Mengen NaOH, wie z. B. in der Lésung von Bertrand, 
wo aber die Saccharase irreversibel zerstért wird’). 


Die quantitative Bestimmung der héheren Kohlenhydrate 
geschah durch Hydrolyse mit Schwefelsiure (die Saccharase- 
lésungen reduzieren alkalische Kupferlésung auch in der Hitze 
nicht) und Reduktionsanalyse nach Bertrand’). 


5 ccm der betr. Lésung wurden mit etwa 15 ccm Wasser 
und 1 ccm konz. Schwefelsiure in einem 50 ccm-Mefikolben 
vermischt und 5 Stunden in einem siedenden Wasserbade ge- 
halten. Nach dem Erkalten wurde zur Marke mit destilliertem 
Wasser verdiinnt und je 10 ccm in 3 Zuckeranalysen nach 
Bertrand untersucht. 


5cem 3 F'5 (Trockensubstanz 0,280 g) gaben durch Hydrolyse 
5 + 39,3 
38,8 
37,8 mg Hexose, als Glukose berechnet. 
Mittel: 38,6 oder 69°/, Glukose. 





5 ecm 8F a2 (Trockensubstanz 0,230 g): 
5 ¢ 33,8 
33,0 
33,8 mg 
Mittel: 33,5, 73°/, Glukose. 





5 ccm 38F3 (Trockensubstanz 0,218 g): 
5 - 82,2 
32.5 
33,0 mg 


Mittel: 32,6, 74,8°/, Glukose. 


1) Vgl. Euler und Svanberg, Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 292 (1919). 
*) Die Ausfiihrung der Analysen verdanke ich Herrn Cand. phil. 
A. Hedelius. 
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Gleichzeitig haben wir den Kohlenhydratgehalt eines iilte- 
ren Praparates, Trockenpriparat 3G, untersucht: 


0,2478 g 3G gab durch Hydrolyse: 
5 - 34,9 
34,3 
34,38 mg Zucker 


Mittel: 34,5, 69,6°/, Glukose. 





Folgende Ubersicht zeigt iibereinstimmende Kohlenhydrat- 
prozente unserer iiltesten Priparate: 














Glukose if 

0/ 

/0 
Trockenpriparat A 63 1,00 
. H 61 3,38 


Nach Euler und Fodor’) geben 3,2 g Hefegummi bei der 
Hydrolyse 3,73 g Hexosen, als Glukose berechnet. Der Hefe- 
gummigehalt wiirde demnach 86°/, der fiir Glukose gefundenen 
Prozentzahlen ausmachen. 

In unseren neuen Saccharaselisungen mit den oben ge- 
fundenen Kohlenhydratgehalten 69—74,8°/, als Glukose be- 
trigt der Hefegummigehalt pro g Trockengewicht demnach 
59,5—64,5°/,. 


2. Stickstoffbestimmungen. 


Wiahrend die Kohlenhydratgehalte unserer simtlichen 
Priparate ziemlich gleich waren, sind die Stickstoffbestim- 
mungen recht verschieden ausgefallen. 

Unsere dlteren Praiparate erhielten die folgenden Stick- 
stoffmengen (nach Kjeldahl): 

Trockenpriparat A 1,85°/, N 

‘ H 2,67°/, N 
Wasserlisung 3Gal1_ 2,72°/, N pro g Trockensubstanz 
(Nach Kaolinadsorption). 

Unsere neuesten in dieser Arbeit definierten Enzymlésungen 
hatten einen hdheren Stickstoffgehalt. Es wurden die kaolin- 


') Euler und Fodor, Diese Zeitschr. Bd. 72, S. 339 (1911). 
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behandelten Lésungen 3F5 und 3Fa2 untersucht, und zwar 
sowohl nach der gewohnlichen als nach der Mikro- Kjeldah]- 
Methode Bangs’). 

Es ergaben die beiden Methoden iibereinstimmende Re- 
sultate. In der folgenden Tabelle sind einige Analysen nach 
der Mikromethode zusammengefafit worden. 


1 ccm des Thiosulfats entspricht 1,533 mg N. 























Thiosulfat]| H,SO, | Thiosulfat- | 
iiosulfat} H,SO, Thiosulfat me N | Mittel 
com ccm verbrauch 
Blindprobe . .. . 1,810 2,00 0 0 
050cem 3F5 ... 0,868 2,00 0,942 1,255 1.269 
050cm3F5 .. . 0,848 2,00 0,962 1,282} ’ 
050cem 38Fa2.. . 1,101 2,00 0,709 0,945 0.956 
050cem 3Fa2.. . 1,084 2,00 0,726 0,967) 


0,50 ccm 3F5  enthalt 28 mg Trockensubstanz: 4,53°/, N 
050ceom 3Fa2 , 23mg 5 : 4,159, N 


Die Stickstoffsubstanzen sind wahrscheinlich gréfitenteils 
als Aminosiuren vorhanden. Dies zeigt u. a. die gréfere 


') Beim Ausfiihren der Mikro-Kjeldahl-Analysen wurde haupt- 
siichlich nach den Anweisungen Bangs gearbeitet. (Siehe Bang: Me- 
thoden zur Mikrobestimmung einiger Blutbestandteile. Wiesbaden.) Bang 
verwendet 1/,5) n. Titrierfliissigkeit, was aber hier nicht zweckmiabig ist, 
da es sich meist um Stickstoffmengen von etwa 1 mg handelt, 

Die Verbrennung nahm mit 1 ccm 96°/,iger Schwefelsiure bei Zu- 
satz von 0,5 cem 4°/,iger Kupfersulfatlésung (Bertrand 1) 2 Stunden in 
Anspruch. 

In der Vorlage, einem Spitzglas von 50 ccm Volumen, wurden genau 
2 ccm 0,1 n. H,SO, abgemessen. Nach der Destillation wurden 2 ecm 
einer 5°/,igen Jodkaliumlésung und darauf 4 Tropfen einer 4°/,igen 
Kaliumjodatlésung zugefiigt. Die Titration mit 0,1-n. Natriumthiosulfat- 
lésung wurde erst 20 Minuten spiter ausgefiihrt, wobei die Titrierfliissig- 
keit einer 2 ccm-Mikrobiirette entnommen wurde. Gegen Ende der Ti- 
tration wurden einige Tropfen 1°/,iger Stirkelésung zugefiigt. Ein recht 
scharfer Umschlag ist bei Zusatz von etwa '/;,, com Thiosulfatlésung 
wahrzunehmen. 

Zur Titerstellung der Thiosulfatlésung wurde eine Liésung von 
Ammonchlorid benutzt, welche genau 1 mg NH, pro ccm enthielt. 


(Hedelius.) 
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Diffusibilitét der Stickstoffsubstanz im Vergleich zu den iibrigen 
Verunreinigungen des Enzyms (vgl. unten). 


Vi. Dialyseversuche. 
1. Mit Kollodiummembran. 


Bei unseren friiheren Arbeiten hatten wir gefunden, daf 
die Aktivitét der Saccharasepriparate durch Dialyse in ganz 
diinnen Kollodiumhiutchen ziemlich leicht bis zu 30°/, ge- 
steigert werden konnte. Die Lésungen nahmen aber bei diesen 
ersten Versuchen stark an Volumen zu, weshalb wir die Dia- 
lyse in dieser Arbeit in geschlossenem GefiB (unter Selbst- 
druck) — gegen destilliertes Wasser, das éfters erneuert wurde 
— ausgefiihrt haben. Das Kollodiumhautchen wurde nach 
Sérensen an einem Glaskragen befestigt, der mit einem ge- 
wohnlichen Gummistopfen verschlossen wurde. Der Dialysator 
faBte 25 ccm und war ganz dicht, was durch Eintauchen im 
Wasser des mit Wasserstoffgas prall angefiillten kleinen Ap- 
parates gepriift wurde. Es wurden bei dieser Anordnung keine 
Volumverinderungen bei der Dialyse mdglich. 














Versuch 1, 
Dialyse von 25 ccm Lésung 3F a2, 
36 Stunden. 
Saccharase | Trockengewicht if | +0° Min. 
k-10* pro com o/, 
vor dem Versuch .]| 648 4,6 6,75 6,85 
nach , . . | 366 (Beil. 47) 1,95 9,0 5,1 

















Verbesserung: 33 °/). 


Stickstoffgehalt des Trockengewichts 


vor dem Versuch: 4,2°/, N 
nach , - : nach Mikro-Kjeldah] 1,02 mg N 


in 5 ccm, entsprechend: 1,05°/, N. 


Dieser Versuch zeigt einen relativ grofen Enzymverlust 
von 43°/,. Das gleiche gilt dem folgenden Versuch 2 (53°/, 
Saccharaseverlust). 
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Versuch 2. 


Dialyse von 25 ccm Lisung 3F a2. 
48 Stunden. 























Saccharase | Trockengewicht if | 0° Min. 
k- 10* pro ccm oF, 
vor dem Versuch .]| 648 4,6 6,75 6,85 
nach , ; . | 305 (Beil. 48) 1,55 9.45 4,9 





Verbesserung: 40°/,. 


Stickstoffgehalt des Trockengewichts 
vor dem Versuch: 4,2°/, N 
nach , . : nach Mikro-Kjeldah! 0,94 mg N 
in 5 ccm, entsprechend: 1,21 °/,. 


Die diinnen Kollodiumhautchen sind also bei dieser An- 
ordnung des Versuchs fiir das Enzym durchlissig. Die ziemlich 
grofe Verbesserung der spezifischen Inversionsfaihigkeit ist 
nach den Stickstoffbestimmungen einem Vorandiffundieren der 
Stickstoffsubstanz zuzuschreiben’). 


2. Filtration durch Chamberlandfilter. 


Es wurden 10 ccm der Liésung 3Fa2 durch das Mikro- 
Chamberland(Berkefeld-)Filter gesaugt. 1 ccm des Filtrats 
gab bei 4,8 g Zucker k=0,0685, d. h. das Enzym passierte 
das Filter quantitativ.: Dieser Versuch steht mit dem Resul- 


1) Es wire offenbar iibereilt, hieraus den SchluB ziehen zu wollen, 
daf die Saccharase ein stickstoffreier Kérper wire. Die Widerstands- 
fahigkeit dieses Enzyms gegeniiber den proteolytischen Enzymen deutet 
allerdings mit ziemlich grof er Sicherheit darauf hin, daB es kein EiweiB- 
kérper ist, und das gleiche geht auch aus seiner einseitigen Wanderungs- 
richtung im elektrischen Stromfeld (Michaelis) sowie aus mancher 
seiner Fallungsreaktionen und Adsorptionsverhiltnisse hervor. Solange 
wir aber von einem Enzympriaparat nicht wissen, der wievielte Teil seiner 
Trockensubstanz wirklich aus Enzym besteht, kénnen aus quantitativen 
Analysen dieser Art keine bindenden Beweise gemacht werden. Ubrigens 
deuten mehrere Vergiftungserscheinungen darauf, daf die Saccharase ein 
stickstoffhaltiger Kérper ist, 
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tat Holderers im Einklang, daf die Saccharase bei neutraler 
Reaktion das Chamberlandfilter ungeschwacht passiert. In 
saurer Lésung (neutral gegen Methylorange) soll aber nach 
Holderer die Saccharase vollstindig unfiltrierbar sein und 
bei zwischenliegenden Acidititen (gegen Methylorange unvoll- 
stindig neutralisiert) soll die Filtrierbarkeit nur partiell sein‘), 
Ich habe dieses Resultat nicht bestatigen kénnen, denn noch 
bei py = 3,8 passierten 84°/, des Enzyms das Tonfilter. In 
dem duberen Gefaéfi wurde jedoch keine Enzymanreicherung 
gefunden — die verschwundenen 16°/, des Enzyms wurden 
wahrscheinlich im Inneren des Filters absorbiert —, so dati 
das Verfahren fiir priparative Zwecke wenig lohnend scheint. 
Die Beobachtungen Holderers diirften auf dem Verhalten der 
Begleitsubstanzen seiner Enzymlésung, etwa von Eiweifistoffen, 
welche die Porositét des Filters bei steigender Aciditit mehr 
und mehr beeinflussen, beruhen. 

Der Hefegummi passierte das Chamberlandfilter sowohl 
bei p,, = 6,5 als bei py = 3,8. 


Vil. Zusammenfassung. 


Ks wurden in der Brauerei 80 1 Rohhefe durch Vorbehand- 
lung bei hoher Temperatur (28—25°) auf den fiinffachen 
Saccharasegehalt gebracht und aus der vorbehandelten, abge- 
prefiten Hefe durch Autolyse und Extraktion der Hefereste 
mit Wasser die Saccharase ausgelést und durch Alkohol frak- 
tioniert gefillt. Siamtliche Saccharaselésungen wurden noch 
mit Kaolin enteiweifit und gaben Enzymlésungen von der In- 
versionsfihigkeit pro g Trockengewicht 

If = 6,2—7,2 (bei 18,5°) 
(+ 0° = 7,45—6,4 Minuten). 

Die Enzymlésungen wurden durch Kohlenhydrat- und 
Stickstoffgehaltsangaben quantitativ charakterisiert. 

Die Saccharase passierte Chamberlandfilter und Kollodium- 


1) M. Holderer, C. r. Bd. 149, S. 1153 (1909); Bd. 150, S. 285 
und 790 (1910). 
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membrane, eine Probe wurde aber durch Dialyse in solchen 
Membranen bis zum Reinheitsgrad 


If=9,45 (+0°=4,9 Minuten), 


unter Verlust von 50°/, des Enzyms, verbessert. Dabei sank 
der Stickstoffgehalt von 4 bis 1,2°/o. 

Mit der vorliegenden Arbeit haben wir freilich ein so 
aktives Praparat nicht erreicht wie bei einer friiheren Dar- 
stellung (If = 12,82, + 0° = 3,6 Minuten), sind aber mit einer 
gréBeren Ausbeute (84 g Trockensubstanz) jetzt in der Lage, 
systematische Versuche iiber die Vergiftungs- und Regenerations- 
erscheinungen der Saccharase anzustellen, sowie weitere Rei- 
nigungsmethoden des Enzyms zu priifen’). 


') Kin Teil unserer Arbeiten iiber Metallvergiftung (Ag und Hg) ist 
schon der Schwed. Akad. der Wissenschaften vorgelegt (Arkiv fér Kemi 
Bd. 8, 1920), wird aber demniichst in ausfiihrlicher Form auch an anderer 
Stelle erscheinen. 


(Beilagen s. niichste Seite.) 
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) Beilagen. 
y | Drehun = 
_ Nr. | Minuten ' Sant k - 10* Bemerkungen 
1 0 2,65 Vorbehandlung der Hefe 
30 1,99 29 Ausgangshefe 
40 1,84 28 0,19 - 10'° Zellen 
dl 1,64 28 Mittel: 29 
63 1,41 30 
fore) — 0,93 
2 30 1,38 64 1 Tag vorbehandelt 
40 1,00 67 0,213 - 10° Zellen 
55 0,49 73 Mittel: 69 
62 0,34 73 
8 20 0,90 146 2 Tage vorbehandelt 
30 a — 0,240 - 10'° Zellen 
40 0,04 142 Mittel: 144 
50 —0,38 (163) 
4 91/, 1,82 120 3 Tage vorbehandelt 
15 1,44 119 0,174 - 10° Zellen 
18 1,20 126 Mittel: 125 
20 1,00 134 
5 10 1,16 234 4 Tage vorbehandelt 
15 0,70 228 0,267 - 10'° Zellen 
18 0,50 222 Mittel: 229 
2 20 0,30 232 
a | 6 15 2,28 (32) | 0,1073 g abgepreBte Hefe 
ae 20 2,12 35,0 | 0.462 - 10° Zellen 
a 30 1,90 34,0 | Mittel: 34,9 
- 45 1,58 34,2 
i 60 1,24 36,3 
att | 
: 7 0 2,65 Autolyse- und Extraktionssifte 
aA 6 2,36 61 (1 ccm) 
Ba: 8 2,28 60 A. 
A 10 2.20 59 Autolysedauer: 2 Tage 
12 2,14 56 Mittel: 59 
fore) —0,93 
8 7 2,11 101 3 Tage 
8 2,07 96 Mittel: 100 
10 1,92 100 
; 12 1,78 101 
4 9 6 1,99 148 4 Tage 
"i 8 1,80 148 Mittel: 150 
4 10 1.60 151 
at 12 1,41 154 
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Drehung 





; 108 
Nr. | Minuten 1 dm-Robr k-10 Bemerkungen 
10 8 1,48 215 5 Tage 
10 1,22 222 Mittel: 218 
12}/, 0,99 216 
11 8 1,33 250 6 Tage 
10 1,10 246 Mittel: 251 
12 0,83 258 
12 8 1,20 282 7 Tage 
10 0,89 294 Mittel: 295 
12 0,60 308 
13 8 1,05 322 8 Tage 
10 0,81 314 Mittel: 321 
12 0,53 326 
l4a 8 0,95 350 8, 8 Tage 
10 0,58 375 Mittel: 363 
12 0,38 364 
14b 8 0,99 340 8, 22 Tage 
10 0,68 347 Mittel: 352 
12 0,36 370 
15 8 1,58 193 8, 22, 30 Tage 
10 1,36 194 Mittel: 194 
12 1,16 195 
16 6 2,32 70 B. 
8 2,22 70 Autolysedauer: 3 Tage 
10 2,16 67 Mittel: 68,5 
12 2,06 67,5 
16b 12 2,11 60 (Enteiwei8t) 
14 2,03 59 Mittel: 59 
16 1,96 58 
17 8 0,60 462 3, 12 Tage 
10 0,27 475 Mittel: 476 
12 —0,01 492 
18 8 0,62 455 3, 16 Tage 
10 0.29 468 Mittel; 495 
12 0,04 473 
19 8 0,65 445 3, 22 Tage 
10 0,29 468 Mittel: 468 
12 —0,01 492 
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a a Drehung A as 
Nr. | Minuten i teatieal k- 10 Bemerkungen 
20 8 1,53 250 3, 22, 35 Tage 
10 1,04 260 Mittel: 260 
12 0,77 270 
21 8 0,71 425 C. 
10 0,36 444 Autolysedauer: 14 Tage 
12 0,17 428 Mittel: 432 
22 & 0,66 441 21 Tage 
10 0,37 440 Mittel: 452 
12 0,03 477 
23 8 1,29 260 21, 40 Tage 
10 1,02 264 Mittel: 267 
12 0,73 278 
24 0) 2,65 Wasserlisungen 3F (1 ccm) 
12 0,76 272 3F1 
13 0,65 274 Mittel: 273 
14 0,55 274 
foe —0,93 
25 8 1,54 203 3F2 
10 1,32 202 Mittel: 203 
12 1,10 205 
26 8 1,13 300 3S 
10 0,85 304 Mittel: 304 
12 0,60 308 
27 4 0,91 725 dF a3 
5 0,69 688 Mittel: 716 
6 0,37 734 
28 4 0,78 803 3Fa4 
5) 0,45 828 Mittel: 830 
6 0,16 860 
29 12 1,88 89 3F81 
14 1,78 87 Mittel: 89 
16 1,63 91 
30 12 1,97 77 3F 62 
14 1,86 77 Mittel: 77 
16 1,77 77 
dla 8 1,56 242 3Fal 
10 1,10 246 Mittel: 249 
12 0,82 260 
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J :  Deshoug ? 
Nr. | Minuten | dn:Robe k - 10 Bemerkungen 
31b 4 0,87 748 3Fa2 
5 0,58 750 Mittel: 751 
6 0,33 756 
32 3 0,57 1260 3Fa5 
4 0,10 1368 Mittel: 1329 
d —0,18 1358 
33 4 0,75 824 3F5 
5 0,43 842 Mittel: 843 
6 0,16 862 
34 3 0,53 1300 3Fa6 
4 0,09 1365 Mittel: 1349 
5 —(),20 1382 
35 0 2,65 Nach Kaolinadsorption (1 ccm) 
4 0,82 778 3F5 
5 0,52 784 Mittel: 778 
6 0,30 773 
ere) --0,95 
36 4 1,05 645 | 3Fa2 
5 0,77 649 Mittel: 648 
6 0,53 650 
37 4 1,08 625 3F a3 
5 0,74 662 | Mittel: 655 
6 0,475 677 
38 4 0,93 715 3F a4 
5 0,61 715 Mittel: 730 
6 0,32 760 
39 3 0,42 1410 38Fad 
4 0,04 1420 Mittel: 1440 
5 —0,28 1480 
40 3 0,46 | 1870 | 3Fa6 
4 0,06 1395 Mittel: 1410 
5 —0,27 1470 
4] 0 2,65 Saccharase aus PreBsaft 
10 2,39 33 1 ccm PreSsaft 
20) 2,18 31 Mittel: 32 
3 1,97 31 
os) —0,93 
42 30 2,29 15 1 ccm Lésung B 
40 2,19 15 Mittel: 15 














Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CIX. 
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es Be | Drebung | tae ‘3 e ON ‘ia 
Nr. | Minuten 1 dm-Rohr k- 10 Bemerkungen 
43 8 1,72 164 Haltbarkeit 
10 1,57 156 0,5 com W.-L. 3b 
12 1,42 153 Mittel: 158 

44 4 1,80 295 1 ccm W.-L. 3b 
5 1,56 316 Mittel: 308 
6 1,40 $12 

45 8 1,22 278 0,5 com W.-L, 3H 
10 0,91 289 Mittel: 283 
12 0,72 281 

46 4 1,38 475 1 cem W.-L. 3H 
5 1,07 506 Mittel: 505 
6 0,78 535 

47 4 1,65 305 Dialyseversuche 
5 1,39 378 (1 ccm dialysierte Liésung) 
65 Ra? 387 Versuch 1 

Mittel: 366 

48 4 1,78 303 Versuch 2 
i 1,61 298 Mittel: 305 
6 1,39 313 

















iiber den Befund von Ameisenséure im menschlichen Blute. 
Von 
Wilhelm Stepp. 


(Aus der Medizinischen Klinik zu Giefien [Prof. Voit}.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21, Januar 1920.) 


Vor kurzem habe ich in dieser Zeitschrift iiber Unter- 
suchungen berichtet, die sich mit den reduzierenden Substanzen 
des menschlichen Blutes beschiftigten’). Es galt festzustellen, 
ob die durch Reduktionsmethoden (Bertrand und Lehmann- 
Maquenne) ermittelten ,Blutzuckerwerte* auch wirklich nur 
Glukose anzeigten oder ob neben Traubenzucker noch andere 
reduzierende Substanzen in gréferer Menge im Blute sich 
finden. Zu diesem Zwecke wurden neben der Reduktion 
auch die Polarisation und die Giarung’) geprift. Fir die 
beiden letzteren Methoden waren die mit Phosphorwolfram- 
siure enteiweifiten Blutproben vorher noch von der Phosphor- 
wolframsiure zu befreien (was durch neutrales Bleiacetat 
leicht zu bewerkstelligen war); nach Entfernung des Bleis 
mit Schwefelwasserstoff konnten sie dann leicht im Vakuum 
bei 88°C. auf ein kleines Volumen eingeengt werden. 

Die bei diesen Untersuchungen gewissermaben als Neben- 
produkt gewonnenen Destillate enthielten nun neben der dem 
Bleiacetat entstammenden Kssigsiure noch eine andere saure 
Substanz. Davon konnte man sich sehr leicht tiberzeugen 
durch einfache Destillation der bei der Phosphorwolframsiure- 
fillung*) erhaltenen Blutfiltrate. Und das gleiche Ergebnis 
hatten Versuche, in denen Serum mit kolloidalem LEisen- 


') Diese Zeitschr. Bd. 107, S 29 (1919). 
*) Mittels des Lohnsteinschen Prizisionsgirungssaccharimeters, 
5) Ohne Zusatz von Schwefelsiiure. - 
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hydroxyd (unter alleinigem Zusatz von primaérem Kalium- 
phosphat als Elektrolyt) enteiweifit und dann der Destillation 
unterworfen war. Bei diesen letzteren Versuchen war die 
saure Reaktion bei der Destillation nur durch das saure 
Phosphat hergestellt und jeder Zusatz anderer Substanzen 
vermieden worden; daher waren die dabei erhaltenen Befunde 
von besonderer Bedeutung. 

Daf} die saure Reaktion der Destillate nicht etwa in der 
Anwesenheit kleiner Mengen von Salzsaure ihre Ursache hatte, 
lief} sich leicht zeigen durch Priifung mit Silbernitrat, deren 
Ergebnis stets negativ war. 

In erster Linie mufte an eine fliichtige niedere Fettsiiure 
gedacht werden. Um die fragliche Siure in stirkerer Kon- 
zentration zu erhalten, wurden die gesammelten Destillate 
mit Soda bis zur neutralen bzw. schwach alkalischen Reaktion 
versetzt und auf dem Wasserbad bis zur Trockne eingedampft. 
Der Riickstand, der bei den mit Phosphorwolframsiure ver- 
arbeiteten Blutproben (infolge der reichlichen aus dem Blei- 
acetat stammenden Essigsiuremengen) vorwiegend aus Natrium- 
acetat bestand, wurde alsdann nach den bekannten Vorschriften 
mit Quecksilberchlorid auf Ameisenséure gepriift'). Ich ging 
dabei in der Regel folgendermafien vor: 0,2 g des Trocken- 
riickstands wurden in 3 ccm destillierten Wassers gelést, dann 
eine kleine Messerspitze reinsten Natriumacetats, das als frei 
von Formiat befunden war, zugegeben und nun vorsichtig 
tropfenweise mit 25°/,iger Salzsiiure angesiuert, bis blaues 
Lackmuspapier schwache Rotfairbung zeigte. Da die Reaktion 
nur dann vollstindig verliuft, wenn die Lésung nur wenig 
Wasserstoffionen enthilt, wurde das Auftreten freier Mineral- 
siiure peinlich vermieden, was sich durch die dauernd negative 
Kongoreaktion kontrollieren lef. In unseren Fillen machte 
dieser Punkt nie Schwierigkeiten, da durch die Anwesenheit 
reichlicher Mengen von Natriumacetat (aus der Umsetzung 
des Bleiacetats) die Dissoziation der durch die Salzsiure frei 





‘) Fincke, Nachweis und Bestimmung der Ameisensiiure. Biochem. 


Zeitschr. Bd. 51, S, 253 (1913). Hier finden sich zahlreiche Literatur- 
hinweise. 
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gemachten Essigsiure zuriickgedriingt wurde. Zu der Lésung 
wurde dann schlieflich 1 Tropfen einer natriumacetathaltigen 
Quecksilberchloridlésung (50 g HgCl,, 27,5 g Natriumacetat im 
Liter)') gegeben und das Reagenzrohr fiir mehrere Stunden 
in ein heifes Wasserbad von ca. 70°C. Temperatur gebracht. 
Spiterhin wurde nach dem Vorschlage von Fincke*) die 
Natriumacetat enthaltende Quecksilberchloridlésung auch noch 
mit einem Zusatze von Kochsalz versehen. Die Lésung hatte 
dann die folgende Zusammensetzung: 200 g Sublimat, 300 g 
Natriumacetat, 80 g Kochsalz, Wasser ad 1000 ccm. Der Zu- 
satz von Natriumchlorid hat die Aufgabe, gewisse Verunreini- 
gungen des Quecksilberchloriirniederschlags zu vermeiden. 

Fast in allen in dieser Weise untersuchten Fallen trat 
schon kurz nach dem Einsetzen ins Wasserbad eine weibliche 
Triibung des Reaktionsgemisches ein. Die Triibung nahm dann 
je nach den Fallen in mehr oder minder starkem Mafie zu 
und hiiufig setzte sich ein deutlicher Niederschlag zu Boden. 
Es war kein Zweifel, es hatte eine betrichtliche Kalomel- 
bildung stattgefunden. 

Die Frage war nun die, ob es erlaubt wiire, diese Reduk- 
tionswirkung auf Ameisensiure zu beziehen, oder ob vielleicht 
andere reduzierende Stoffe zu beriicksichtigen wiiren. Seitdem 
man die Reduktion von Quecksilberchlorid zu Quecksilber- 
chloriir zur Erkennung der Ameisensiure beniitzt, hat man 
stets auch an die Méglichkeit von Téuschungen durch die 
Anwesenheit anderer reduzierender Substanzen gedacht. Sehr 
eingehend beschiftigt sich Fincke mit dieser Fehlerquelle in 
seiner eingehenden Arbeit*). Von anorganischen Siuren 
sind nach ihm die schweflige Siure zu beriicksichtigen, 
von organischen die Sorbinsiure, die Glyoxylsdure, 
die Livulinsiure, die Zimtsaure, die Salicylsiure und 
die Fumarsiure. Mit der Mehrzahl dieser Siiuren braucht 
man bei der Verarbeitung menschlichen Blutes wohl nicht zu 
rechnen, iiberdies erkennt man solche Siuren, wie Fincke 


') Pringsheim in Abderhaldens Handbuch der biochem. Arbeits- 
methoden Bd. II, S, 22 (1910). 
+s *xiL« 
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bemerkt, ,an dem abweichenden Aussehen des Niederschlags, 
der nicht kristallinisch und nicht weil oder gelblich ist wie 
Quecksilberchloriir“. Trotzdem schien es mir unbedingt wiin- 
schenswert, den Nachweis der Ameisensiiure noch schirfer 
zu fiihren. Die Identifizierung durch Darstellung eines geeig- 
neten Salzes (am besten des Bleisalzes) war angesichts der 
geringen, héchstens Milligramme betragenden Mengen von 
vornherein aussichtslos. Als beste und unbedingt zuverliissige 
Reaktion auf Ameisensiure gilt die von Fenton und Sisson!) 
angegebene. Hierbei wird die Ameisensiiure in saurer 
Lésung durch Magnesium zu Formaldehyd reduziert. 
Wegen seiner Zuverlassigkeit wurde das Formaldehydver- 
fahren vom Kaiserlichen Gesundheitsamte als amt- 
liches Verfahren vorgeschlagen. 

Ich habe die Priifung der nach Neutralisation mit Seda zur Trockue 
gebrachten Destillate mit Hilfe dieser Reaktion in der folgenden Weise 
durchgefiihrt: 1—2 g des Pulvers wurden in einem kleinen Erlenmeyer- 
kélbchen in 10 com Wasser gelist und mit 5 ccm 25°/,iger Salzsiiure 
versetzt. In diese Lisung wurden 0,5 g metallischen Magnesiums (in 
Pulverform) in ganz kleinen Mengen allmihlich im Verlaufe von etwa 
2 Stunden eingetragen. Wenn man dabei ganz langsam vorgeht, indem 
man mit einem kleinen Spachtelchen das Pulver in ganz kleinen Mengen 
in die Fliissigkeit hineingibt und fiir den Anfang das Schiitteln vermeidet, 
so geht die Wasserstoffentwicklung nur ganz allmiihlich vor sich, und 
stiirkere EKrhitzung des Reaktionsgemisches wird mit Sicherheit vermieden. 
Ist die ganze Magnesiummenge eingetragen, so giefit man 5—6 ccm des 
Gemisches in ein weites Reagenzrohr ab, fiigt erst 2 cem Milch (am besten 
rohe) und dann 6 ccm eisenchloridhaltige 25°/,ige Salzsiure hinzu (auf 
100 ccm 25°/,ige Salzsiiure ca. 2—38 Tropfen der gewohnlichen 10°/,igen 
Kisenchloridlésung). Nun wird erhitzt und die Fliissigkeit '/,—1 Minute 
in lebhaftem Sieden erhalten. Nehmen die Fliissigkeit oder die an 
ihrer Oberfliche nach Beendigung des Kochens sich absche- 
denden Eiweififlocken eine violette Firbung an, so ist die 
Anwesenheit von Ameisensiure mit aller Sicherheit be- 
wiesen. 


Die Probe fiel nun in der Tat, so oft sie ange- 
stellt wurde, positiv aus. Allerdings durften nicht zu 
kleine Mengen Substanz verwendet werden. 





') Proc. Cambridge Phys. Soc. 14, S. 385 (1908). Ref. Chem. Centralbl. 
79, I, 1879 (1908). 
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Damit war also der Nachweis der Ameisensdure in 
den bei der Vakuumdestillation der eiweiffreien 
Blutausziige erhaltenen Destillaten erbracht und dem 
Quecksilberchloridverfahren die nétige Sicherheit gegeben. 

Es galt nun noch weiter die Frage zu priifen: Ist die 
als Ameisensiiure erkannte Substanz auch mit Sicherheit als 
ein Bestandteil des Blutes anzusehen, d. h. kommt sie wirk- 
lich als solche im Blut vor oder stellt sie ein Kunstprodukt 
dar, das wihrend der langwierigen Verarbeitung des Blutes 
entsteht? 

Diese Frage bedurfte der eingehendsten Priifung. Wissen 
wir doch, daf} Ameisensiiure aus allen méglichen organischen 
Stoffen, insbesondere aber aus Zuckern bei der Destillation 
wifriger Lisungen sehr leicht entsteht, und zwar vor allem 
dann, wenn gréfjere Mengen von Siuren zugegen sind und die 
Destillation bei gewéhnlichem Druck, also bei einer Tempe- 
ratur von 100° C., vorgenommen wird. 

Bevor wir hierauf eingehen, médge noch eine beachtens- 
werte Fehlerquelle besprochen werden, die unter Umstinden 
zu bedenklichen Tiuschungen Veranlassung geben kénnte. 
{s ist selbstverstiindlich, dafi man sicher sein muf}, dafi die 
Substanz, nach der man sucht, nicht etwa schon in den Rea- 
genzien enthalten ist, mit denen man arbeitet. Als ich eine 
Lésung von neutralem Bleiacetat (reinstes Priparat von 
E. Merck), die schon langere Zeit gestanden hatte, zur An- 
stellung eines blinden Versuchs benutzte, erhielt ich eine po- 
sitive Reaktion auf Ameisensiiure. Die mehrfache Priifung 
von frisch angesetzten Lésungen mit Material aus demselben 
Gefif} der Packung ergab dagegen einen negativen Befund; 
ebenso war das Ergebnis der Untersuchung weiterer von 
Merck gelieferten Gliser mit Bleiacetat. Damit war der 
Beweis erbracht, daf bei langerem Stehen von Blei- 
acetatlésungen Formiat entsteht, und es ergab sich die 
Forderung, nur mit frisch bereiteten Lésungen zu 
arbeiten. 

Was nun die mégliche Entstehung der Ameisensiure als 
Kunstprodukt bei der umstindlichen Verarbeitung des Blutes 
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anlangt, so ist darauf hinzuweisen, daf die Bedingungen, unter 
denen dies sehr leicht der Fall ist (Wasserdampfdestillation 
bei gewéhnlichem Druck, stark mineralsaure Reaktion, hohe 
Zuckerkonzentration), hier nicht gegeben waren. Die Blut- 
ausziige wurden bei ganz schwach mineralsaurer Reaktion 
(1 Tropfen 25°/,iger HCl auf 100 ccm Filiissigkeit) im Va- 
kuum bei 38° C. destilliert. Die Zuckerkonzentration war 
anfangs auferordentlich niedrig infolge der starken Verdiin- 
nung des Blutes und iiberstieg nur gegen Ende der Destillation 
selten 1°/,. Immerhin Spuren von Ameisensiiure konnten 
méglicherweise auch unter diesen Bedingungen gebildet werden. 

Das wurde direkt im blinden Versuch gepriift: 30 ccm einer 
0,3°/, igen Liésung von reinstem Traubenzucker ,K ahlbaum* wurden genau 
in der Weise verarbeitet, als ob es sich um Blut mit der gleichen Zucker- 
konzentration gehandelt hitte (zuniichst Zusatz der iiblichen Menge Phos- 
phorwolframsiure und Wasser bis zum Volumen von 300 ccm, dann Ent- 
fernung der Phosphorwolframsiure mit Bleiacetat usf., wie sonst). Die 
Destillation im Vakuum wurde so lange durchgefiihrt, bis das Volumen 
im Destillationskolben nurmehr 10 ccm und die Zuckerkonzentration 0,9 °/, 
betrug. Das Destillat wurde dann mit Soda neutralisiert, zur Trockne 
sebracht und der Riickstand auf Ameisensiure gepriift. 

Ks ergab sich bei Anstellung der Quecksilberchloridprobe 
in diesem Versuche eine ganz leichte hauchartige Triibung, 
die wohl nur auf ganz geringe Spuren von Ameisen- 
siure zu schliefien erlaubte. Immerhin mufte man bei 
der Art unseres Arbeitens mit der Bildung von Ameisensiure 
— in allerdings nur minimalen Spuren — rechnen. Offenbar 
sind alle Methoden, die sich mit dem Nachweis der Ameisen- 
siure in organischem (besonders zuckerhaltigem) Material 
beschiftigen, mit einem kleinen Fehler behaftet. Die meisten 
Autoren, die sich mit Ameisensiurebestimmungen befafit haben, 
weisen darauf hin. Fincke') schligt, um ein Urteil iiber 
die kiinstliche Bildung der Ameisenséure zu gewinnen, vor, in 
gleich grofen Teilen des Destillats quantitative Bestimmungen 
auszufiihren. Handelt es sich um priformierte Ameisensiure, 
so muf} ihre Menge in den aufeinanderfolgenden Fraktionen 
abnehmen. 
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Wir glaubten — besonders im Hinblick auf die Befunde 
an Diabetikern, wovon im folgenden die Rede sein wird — 
uns mit der Feststellung eines kleinen Fehlers zufriedengeben 
zu diirfen. Die méglicherweise als Kunstprodukt anzuspre- 
chenden Spuren von Ameisensiaure sind fiir die grundsitzliche 
Frage ihres Vorkommens im menschlichen Blute wohl ohne 
Bedeutung. Bei quantitativen Bestimmungen muf man mit 
etwas zu hohen Werten rechnen. 

Die auf Ameisensiure untersuchten Blutproben stammten 
von einigen normalen Individuen, von Nierenkranken und 
von Diabetikern. Da die Priifung immer in der gleichen 
Weise mit gleichen Mengen Destillatriickstandes ausgefiihrt 
wurde, ist wohl bis zu einem gewissen Grade ein Vergleich 
der Ergebnisse gestattet. Freilich waren ja die der Destil- 
lation unterworfenen Blutmengen nicht gleich grofi, was hier- 
bei zu beriicksichtigen ist. 

Bei den untersuchten 3 Normalen (darunter ein sehr 
kraftiger, bliihend aussehender Kollege) war die Reaktion sehr 
deutlich positiv, das Kalomel schied sich als weifigelblicher 
Niederschlag aus. 

Unter den 6 Nierenkranken befanden sich 4 mit 
chronischer diffuser Glomerulonephritis im Stadium 
der Azotimie und 2 Nierensklerosen ohne Retention. 
Auch bei ihnen war die Probe positiv, zum Teil sogar sehr 
stark. 

Weniger einheitlich war der Befund bei den Diabeti- 
kern (12 Fille), die zum Teil mehrmals untersucht wurden. 
Zu meinem Erstaunen fiel hier die Probe ganz verschieden 
aus. Wiahrend bei einigen die Ausscheidung des Kalomels in 
ahnlicher Weise erfolgte wie bei den Normalfallen und bei 
den Nierenkranken, fand sich bei den anderen nur eine Spur 
Triibung und bei einzelnen war die Reaktion iiber- 
haupt ginzlich negativ. Das war besonders auffallend 
im Hinblick auf die Tatsache, da auch im blinden Versuch 
eine Spur Kalomelbildung nachzuweisen war. Irgendwelche 
Beziehungen zwischen dem Grade der Hyperglykiimie und der 
Stirke der Ameisensiurereaktion waren nicht mit Sicherheit 
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festzustellen. Ja, auffallenderweise trifft einer der ne- 
gativen Befunde gerade mit dem héchsten Blut- 
zuckerwert unter den untersuchten Fallen zusammey. 
Ks handelte sich um einen Fall von Coma diabeticum 
mit einem Blutzucker von 0,483°/, nach Bertrand (0,486°/, 
nach Maquenne). Auer bei diesem Falle war die 
Ameisensiurereaktion noch bei zwei anderen villig 
negativ. Hier waren die Blutzuckerwerte zwar niedriger, 
aber doch gegeniiber der Norm deutlich erhdht (0,355°), 
bei dem einen und 0,23°/, bei dem anderen). Von den beiden 
letzteren Fillen wurde der eine einige Wochen spiter noch- 
mals untersucht und diesmal bei der Quecksilberchlorid- 
probe eine hauchartige Triibung festgestellt. Bei dem 
Rest der Fille fand sich gleichfalls nur eine hauchartige 
Triibung. 

Diese Befunde bei Diabetikern sind in mehrfacher 
Hinsicht von Wichtigkeit. Zunichst einmal sprechen sie 
geradezu dagegen, daf} die Ameisensiiure bei der von uns 
geiibten Art des Arbeitens in nennenswerter Menge als Kunst- 
produkt entsteht. Sonst hiitte man wohl erwarten miissen, 
daf} die stiirkste Ameisensiiurereaktion dort gefunden worden 
wiire, wo der Zuckergehalt der Destillationsfliissigkeit am 
héchsten war. Das war jedoch nicht der Fall, vielmehr fiel 
die Reaktion gerade in dem Falle von Coma diabetic. mit dem 
hohen Blutzuckerwert vdéllig negativ aus. 

Das Bedenken, dafi gréfere Mengen von Ameisensiure 
als Kunstprodukt auftreten, ist nach diesen Befunden wohl 
unbegriindet, und wir diirfen die Ergebnisse unserer Unter- 
suchungen ohne Riicksicht darauf beurteilen. Die Tatsache, 
daf} bei Diabetikern die Ameisensiure im Blute hiufig nur 
in Spuren oder gar nicht vorzukommen scheint, wihrend sie 


- bei den untersuchten Normalfillen bisher stets gefunden 


wurde, ist wohl so zu deuten, dafi hier der Abbau des 
Zuckers, der sonst bis zur Ameisensdure geht, ge- 
stért ist. Wir méchten diese Deutung jedoch vorlaufig nur 
mit aller Zuriickhaltung aussprechen. Die Ameisensiure abt 
sich, wie es scheint, ohne allzu grofe Schwierigkeiten im 
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Blute quantitativ bestimmen'), und so wird es méglich sein, 
die Frage, inwieweit der Ameisensiuregehalt des Bluts beim 
Diabetes von den Verhiltnissen in der Norm abweicht, sicher 
zu entscheiden. 

Mit der Vorstellung, daf die Ameisensiure als ein regel- 
mabiger Bestandteil des normalen Blutes zu betrachten ist, 
stimmen erst kiirzlich von W. Autenrieth gemachte Mit- 
teilungen”) iiber den regelmifjigen Befund von Ameisensiure 
im Harne des gesunden Menschen aufs beste iiberein. Nach 
Autenrieth werden im Durchschnitt in 24 Stunden etwa 
0,2 g Ameisensiiure ausgeschieden. Uber das Verhalten dia- 
betischen Harns in Bezug auf Ameisensiure liegen zuverlassige 
Angaben aus neuerer Zeit anscheinend nicht vor. 

Uber den Befund von Ameisensiure im menschlichen 
Blute finden sich in der ilteren Literatur nur ganz spirliche 
Angaben: Salkowski wies schon vor 50 Jahren im Blute 
eines an Leukiimie verstorbenen Mannes einen bei saurer 
Reaktion fliichtigen Silbernitrat reduzierenden Kérper nach®*). 
Spiter hat man, offenbar unter dem Eindruck, dafi bei der 
Hitzekoagulation sehr leicht Ameisensiure als Kunstprodukt 
entstehe, nach diesem Kérper im Blute nicht mehr gesucht. 


’) Untersuchungen dariiber sind zurzeit im Gange. 
*) Miinchn. Med. Wochenschrift Jahrg. 1919, Nr. 31, 8. 862. 
5) Virchows Archiv Bd. 50, S. 174 (1879). 
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Beitrige zur Kenntnis der prosthetischen Gruppe 
des Blutfarbstoffs. 


Uber die Einwirkung von Diazomethan auf einige Farbstoffe 
und auf wasserfreies Eisenchlorid. 


Von 
William Kiister. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir organische und pharmazeutische Chemie 
der Technischen Hochschule Stuttgart.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Januar 1920,) 


Nach der jetzt tiblichen Formulierung wird das Halogen 
des Himins in Bindung mit dem Kisen, also z. B. als Chlor- 


ferrigruppe > FeCl vorhanden, angenommen. Indessen war es 


nicht ausgeschlossen, daf} auch eine Bindung an den Stickstofi 
vorliegen kénne. Fiir Pseudohimine wurde eine solche von 
mir in Betracht gezogen, fiir echte Hiimine des 2- wic des 
6-Typus eine Bindung des Halogens mit Teilbetriagen seiner 
Valenz sowohl an das Eisen wie an die basischen Stickstoff- 
atome. Nun war bei der Einwirkung von Diazomethan auf 
verschiedene Himine, die in Bezug auf die Veresterung je 
nach dem verwendeten Himin bemerkenswerte Unterschiede 
ergeben hatte, eine Herausnahme von Halogen niemals be- 
obachtet worden. So war es jedenfalls von Wert, einma! die 
salzsauren Salze von Farbstoffen bekannter Konstitution der 
Kinwirkung von Diazomethan zu unterwerfen, anderseits auch 
wasserfreies Eisenchlorid in dieser Hinsicht zu untersuchen. 

Als Resultat dieser von Herrn Dipl. Ing. Dr. O. Kusch 
ausgefiihrten Versuche kann angegeben werden, dafi echte 
Himine dem wasserfreien Eisenchlorid, das durch Diazomethan 
nur wenig verindert wird, eher an die Seite zu stellen sind 
als den salzsauren Salzen von Di- und Triphenylmethanfarb- 
stoffen, denen Salzsiiure sehr leicht entzogen wird, wobei es 
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zur Bildung von Chlormethyl kommt. Etwas schwerer reagierte 
das salzsaure Salz eines Furyl-Methylindolenylmethans. Beim 
Kristallviolett wurde aufferdem Reduktion zur Leukobase be- 
obachtet, bei einem salzsauren Rhodamin endlich trat keine 
Veresterung ein, wonach das Karboxyl nicht frei sein kann. 
Es muf also als eine Oxoniumverbindung: 
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angesprochen werden, worauf Noelting'’) bereits hinge- 
wiesen hat. 
Experimenteller Teil. 


A. Einwirkung von Diazomethan anf Kristallviolett. 


Die Reinheit des verwendeten Farbstoffs ergab sich aus 
folgender Analyse: 0,1374 Substanz (100°) = 0,0480 AgCl. 


[C.;HgoN,] Cl. Ber. 8,7°/, Cl. 
Gef. 8,63. 


1 g wurde in 100 ccm reinem Aceton gelést und in die 
Lésung das aus 2,5 ccm Nitrosomethylurethan entwickelte 
Diazomethan?) (theoretisch wire das eine Menge von 0,5 g, 
die vier Molekiilen auf ein Molekiil Kristallviolett entspricht) 
geleitet, wobei lebhafte Gasentwicklung eintrat. Das Gas 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. Bd. 38, S. 3516 (1905). 

*) Das Diazomethan wurde durch eine mit geschmolzenem und dann 
fein gepulvertem Kaliumbisulfat beschickte Réhre in aufsteigender Rich- 
tung geleitet, um eventuell entstandenes Methylamin abzufangen. Doch 
war diese Base nach Beendigung des Versuchs nicht nachzuweisen; die 
durch Kalilauge alkalisch gemachte Liésung des Salzes wurde hierzu 
destilliert, die Dimpfe in Salzsiiure geleitet, die salzsaure Lésung ver- 
dampft und der Riickstand in Weingeist aufgenommen. Auf Zusatz von 
Platinchlorwasserstoffsiiure erfolgte eine Abscheidung von wenig farblosen 
sechseckigen Bliittchen, also hatte sich Methylammoniumhexachloroplatineat 
jedenfalls nicht gebildet. 
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wurde in einer alkoholischen Lisung von Trimethylamin auf. 
gefangen und nach Beendigung des Versuchs das Liésungsmitte! 
mit dem iiberschiissigen Trimethylamin abdestilliert, wonach 
ein zerflieBlicher Riickstand hinterblieb, dessen wif rige Lisung 
Chlorionen enthielt. 

Wihrend des Einleitens von Diazomethan trat in der 
acetonigen Lésung ein Farbenumschlag von violett nach rot 
ein, schlieBlich erschien sie hellgelb gefirbt, welche Farbe 
vom iiberschiissigen Diazomethan herriihrt. Nach 24stiindigem 
Stehen wurde das Aceton abdestilliert, wobei sich die gelbe 
Fliissigkeit allméhlich wieder blau firbte. So erschien der 
Riickstand, 0,95 g, als ein blaugraues Pulver; unter dem 
Mikroskop waren aber farblose Tafelchen zu erkennen und 
durch Waschen mit ein wenig Wasser sowie durch Auskochen 
mit Alkohol konnten 0,8 g farblos erhalten werden, die sich 
durch den bei 173—174° liegenden Schmelzpunkt und durch 
den mittels Bleidioxyds oder Kaliumpermanganats in essig- 
saurer Lésung erfolgenden Ubergang in das Farbsalz als 
Leukobase erwies. Die Analyse bestiitigte die Reinheit der- 


selben. 
0,1676 Substanz (100°): 0,0 g AgCl (Carius) 
0,1290 P (100°): 0,3790 CO, und 0,0948 H,O. 
C.,H;,N,. Ber. 80,42°/,C. 8,39°/, H. 
Cef. 80,12 8,16 


B. Hinwirkung von Diazomethan auf Pyoctaninum coeruleum, 
’+ wesentlichen aus (Pentamethyltriaminotriphenylmethyl])chlorid 


({H, C], N-C, H,). ] K 
H,C HN CG i, C } Cl bestehend. 


C,,H,,N,Cl. Ber. 9,71°/, Cl 
Gef. 9,24. 
0,5520 Substanz (105°): 0,2100 AgCl (Carius). 

Die Durchfiihrung des Versuchs gestaltete sich wie bei 
dem vorigen, verwendet wurden 0,6 g des Farbstoffs, gelist 
in 80 ccm wasserfreien Chloroforms; wahrend der Kinwirkung 
des Diazomethans, die im ganzen 16 Stunden wihrte, trat 
ein Farbenumschlag von violett in braun ein. Nach Abdestil- 


lation des Chloroforms hinterblieben 0,5 g eines Stoffes, der 


nur noch 1,29°/, Chlor enthielt. 
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0,4020 Substanz (105°): 0,0210 AgCl; 


es waren also 86,7°/, des vorhandenen Halogens durch das 
Diazomethan entfernt worden. 


C. Einwirkung von Diazomethan auf Pyoctaninum aureum 
(Tetramethyldiaminodiphenyl-amino-methyl)chlorid. 
[ (cH, ©, NC,H,}, C - NH, ] Cl. 
C,,HegN, Cl. Ber. 11,68°/, Cl. 
Gef, 11,92. 
0,3354 Substanz (110°): 0,1620 AgCl (Carius). 

1 g des Farbstoffs wurden, in 50 cem Chloroform sus- 
pendiert, der Kinwirkung von vier Molekiilen Diazomethan 
ausgesetzt, die sich unter lebhafter Gasentwicklung vollzog, 
zugleich ging die Suspension in eine rotgefirbte Lésung tiber. 
Nach 24stiindigem Stehen erfolgte die Abdestillation des 
Chloroforms. Der Riickstand enthielt nur noch 2,43°/, Chlor, 


also waren 79,2°/, des vorhandenen Chlors entfernt worden. 
0,1770 Substanz (100°): 0,0180 Ag(Cl. 


D. Einwirkung von Diazomethan auf das salzsaure Salz des 
Tetramethylrhodamins. 

1. Die Darstellung des Salzes erfolgte aus 8,5 g Dimethyl-m- 
aminophenol und 15 g Phtalsiureanhydrid mit einer Ausbeute 
von 15 g'). Ks kristallisierte in griinen, metallisch glinzenden 
Blittchen und zeigte nach dem Trocknen im Vakuum iiber 
Kalk den Schmelzpunkt 288—290°. 

| C,,H,,0,N,Cl:3H,O. Ber 7,449, Cl 

Gef 7,08 
0,2190 Substanz: 0,0631 AgCl. 

Die drei Molekiile Kristallwasser entweichen beim Trocknen 

im Vakuum iiber Schwefelsiure: 


90,9301 Substanz verloren 0,1024 H,0. 
C,,H,,;0,N,Cl 3H,O. Ber. 11,32°/, H,O 
Gef. 11,01. 


Das salzsaure Salz ist in Wasser sowie in Alkohol leicht 
mit karminroter Farbe und orangegelber Fluoreszenz léslich. 


') Méhlau-Bucherer, Farbenchemisches Praktikum S. 195 (Leipzig, 
Veit & Co.). 
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2. Aus der konzentriert-wabrigen Lésung von 5 ¢g des 
Salzes wurde durch Fallen mit Natronlauge die Base in prich- 
tigen, griinen, metallisch glinzenden Blattchen in einer Aus- 
heute von 4,5 g erhalten; sie wurde aus 35°/,igem Alkohol 
umkristallisiert. 

Beim Erhitzen auf 120—130° nahm sie blafrote Farbe 
an, léste sich aber in Ather und Petrolither in geringen 
Mengen, etwas reichlicher in Benzol, Toluol und Xylol farblos 
auf. Die Farblosigkeit wird also nach unseren Erfahrungen 
durch das Lésungsmittel bedingt, wihrend die Angaben von 
Noelting dahin gedeutet werden kénnen, dafi er die feste 
Base farblos erhalten hat. Nach Abdestillation der Liésungs- 
mittel kristallisierte sie aber wieder mit blafroter Farbe aus, 
schmolz bei der von Noelting angegebenen Temperatur von 
230—231° und erwies sich durch die Analyse als rein. 

0,1886 Substanz (i. V.) verloren bei 130°: 0,0225 g: 
C.,H..0,N. +3H,0. Ber. 12,28°/, H,O 
Gef. 11,95. 
0,2194 Substanz (180°): 0,5986 CO, und 0,1110 H,O 
06,1661 ; (150°): 11,2 cem N, bei 21° und 750 mm B. 
C,,H»O,N,. Ber. 74,0°,C. 5,69, H. 7,25°/, N 
Get, 74,49 Oo, 1 7,96. 

Dem Rhodamin ist also nur in den genannten Lésungs- 
mitteln eine Konstitution zuzuschreiben, die wir durch das 
,benzoide* Bild zum Ausdruck bringen, fiir den festen Zu- 
stand miissen wir das ,chinoide‘ Bild anwenden und folgern, 
dai die hier gezeichnete Oxonium-Lactonbildung durch Al- 
kalien schwer zu sprengen ist, weil die entwiisserte, blafirote 
Jase nur spurenweis in 1°/,iger Soda und nur um weniges 
besser in — Alkalien léslich ist: 


wage SPs \Z\, N(CH): ow /\/N/A\ wot, 





at, U4 Ay if 
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So fiihrte denn auch die Einwirkung von Diazomethan 
auf die in Benzol geléste entwisserte Base zu keiner Ver- 
anderung derselben. Eine Methoxylbestimmung mit der wie- 
dergewonnenen, bei 230—231° schmelzenden Base ergab zwar 
1,15°/, CH, (0,2270 Substanz [i. V] = 0,0409 Ag J), doch er- 
folgte die Abscheidung eines Niederschlags in der Vorlage 
erst nach °/, Stunden, und es zeigte sich, daB auch die nicht 
mit Diazomethan behandelte Base nach der angegebenen Zeit 
durch den Jodwasserstoff eine Zerlegung erfuhr. Es wird 
also ein Methyl am Stickstoff langsam abgelést. Dieselbe 
Beobachtung wurde dann natiirlich auch bei der Einwir- 
kung von Diazomethan auf das salzsaure Rhodamin 
gemacht. 

1 g desselben wurde mit 150 ccm Benzol 2 Stunden ge- 
schiittelt, um feinste Suspension zu erreichen, worauf das aus 
2.5 cem Nitrosomethylurethan entwickelte Diazomethan ein- 
geleitet wurde. Unter lebhafter Gasentwicklung und Ent- 
weichen von Methylchlorid (nachgewiesen als Tetramethyl- 
ammoniumchlorid) ging die griine Farbe der Suspension zu- 
nichst in eine rote iiber, dann tritt Lésung ein und die 
Flissigkeit erscheint bald nur noch gelb vom tiberschiissigen 
Diazomethan. Nach etwa 12stiindigem Stehen wurde dann 
das Benzol zum gréBten Teil abdestilliert, worauf mit Ather 
eine Fallung im Betrage von 0,95 g erzielt werden konnte. 
Sie kristallisierte in schénen roten Blaittchen und wies den 
Schmelzpunkt 230—251° der wasserfreien Base auf. Bei der 
Methoxylbestimmung nach Zeisel trat eine Abscheidung in 
der Vorlage erst nach einer Stunde auf, also hatte eine Ver- 
esterung nicht stattgefunden, woraus der in der Einleitung 
erwihnte SchluB beziiglich der Konstitution des salzsauren 
Salzes gezogen werden kann. 


0,1645 Substanz ci. V ):0,0311 AgJ = 1,2°/, CH. 
Kine Chlorbestimmung nach Carius ergab dann noch, daf 


97,4°/, des im salzsauren Salz vorhandenen Chlors heraus- 
genommen worden waren: 


0,1530 Substanz (i. V.) : 0,0012 AgCl = 0,19°/, Chlor, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CIX. 8 
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4. Darstellung des Methylesters des RKhodamins, -—~ |p 
die Lésung von 3g des salzsauren Salzes in 100 ccm abgo- 
luten Methylalkohols wurde '/, Stunde lang Chlorwasser- 
stoff eingeleitet, nach 3stiindigem Stehen sodann 1 Stunde 
am Riickflufkiihler gekocht. Nach Abdestillation des Alko- 
hols wurde nun der Riickstand mit Ather versetzt und wiif- 
riges Ammoniak bis zur schwach alkalischen Reaktion hin- 
zugefiigt, wobei eine violette Fallung entstand. Sie wurde 
samt der wif rigen Lisung erschépfend mit Ather extrahiert 
und dann abfiltriert, ausgewaschen und getrocknet. Hier lagen 
0,7 g der unverinderten Base vom Schmelzpunkt 2380—231° 
vor. Die rot gefairbten Atherausziige wurden mit Natrium- 
sulfat getrocknet, dann der Ather abdestilliert. Es hinter- 
blieb ein in Nadeln kristallisierender, violettroter Riickstand 
im Betrage von 2,1 g, der bei 190° schmilzt, was nur durch 
Kintauchen der Kapillare in die auf 190° erhitzte Schwefel- 
siure bestimmt werden konnte, da beim langsamen Erhitzen 
Sublimation der Substanz eintrat. Dafi hier der Ester vorlag, 
ergab die Leichtabspaltbarkeit von Methyljodid bei der Meth- 
oxylbestimmung nach Zeisel: 

0,1220 Substanz (110°) : 0,601 AgJ, 
Cus Hes, Me. Ber. 3,59°/, CHy, 
Gef. 3,19. 

Der Ester ist in 5°/,iger Sodalésung bei Zimmertemperatur 
unléslich, lést sich dagegen in 1°/,iger Natronlauge bei 
Zimmertemperatur unter Verseifung mit roter Farbe auf. In 
Salzsiiure ist er gleichfalls mit roter Farbe léslich. 


E. Kinwirkung von Diazomethan auf das salzsaure Salz des 
Furyl-«-methylindolenylmethans '), 


a4 H “ 
ta: C=C —0,H,0- 
| 
_C+ CH, Cl, 


ho 





i 
| 
| 
aoa ar 


') Die Bildung emes Kondensationsprodnktes aus einem Molekiil 
Furol mit zwei Molekiilen «-Methylindol wurde nicht erreicht. 


nat, = @S td 
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1. Zur Darstellung des Farbsalzes werden 1 g Furol und 
1,5 g 2-Methylindol in 10 ccm absoluten Methylalkohols gelést 
und die Lésung mit 3 Tropfen verdiinnter Salzsiure versetzt, 
wodurch sofort Kondensation erfolgt, kenntlich an der ein- 
tretenden Blaufirbung. Allmahlich entsteht dann ein blau 
gefirbter Niederschlag, der, als seine Menge nicht mehr zu- 
nahm, abgesaugt und nachgewaschen wurde. Aus _heifiem 
Methylalkohol lief er sich umkristallisieren und erschien dann 
in kugligen Aggregaten, die bei 300° unter Zersetznng 
schmolzen. 

0,1436 Substanz (100°) : 0,0816 AgCl 

C,,H,,ONC] Ber. 14,44°/, Cl, 

Gef. 14,82. 

In Wasser und verdiinnten Siuren ist das Farbsalz unldéslich, 
in Chloroform und Ather sehr wenig, in hei®em Methylalkohol 
und Aceton reichlich léslich. Beim Versetzen der methyl- 
alkoholischen Lésung mit Natronlauge wird die Base als 
brauner Niederschlag erhalten. 

2. 0,8 g des salzsauren Farbstoffs wurden in 100 cem 
trockenen Chloroforms suspendiert und hierzu das aus 3 g Ni- 
trosomethylurethan entwickelte Diazomethan (theoretisch vier 
Molekiile) geleitet, wobei die blaue Farbe der Suspension in 
braun iiberging. Nach 20 Stunden erfolgte die Filtration des 
suspendierten Stoffes. Die Analyse ergab, daf} die Heraus- 
nahme des Chlors nur ganz unvollstiindig erfolgt war. 

0,1609 Substanz (100°) : 0,0811 AgCl = 12,46°/o Chlor. 

Weit glatter ging die Reaktion vor sich, als in Aceton- 
Suspension gearbeitet wurde. Bei gleicher Versuchsanordnung 
wurde nach Abdestillation des Acetons ein blauschwarzer 
Riickstand im Betrage von 0,75 g erhalten, der nur noch 
0,29°/, Chlor enthielt: 

0,2102 Substanz (110°) : 0,0025 Ag Cl. 


F. Einwirkung von Diazomethan anf wasserfreies Eisenchlorid. 


Zur Verwendung gelangte eine 2°/,ige Lésung von 1 g 
des Salzes in absolutem Ather. Beim Einleiten des Diazo- 
methans entstand zunichst eine kolloide Ausfallung, die sich 
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nach einiger Zeit wieder liste, auch machte sich schwache 
Gasentwicklung bemerkbar. Die mit Diazomethan gesiittigte 
Lisung blieb tiber Nacht stehen, dann wurde mit Wasser 
ausgeschiittelt und ein Teil der wiBrigen Lésung zur Analyse 
verwendet, um das Mengenverhiiltnis des Chlors zum Kisen 
festzustellen. Er wurden erhalten: 0,5822 Fe,O, und 2,9100 
Chlor 2,78 
Kisen 1 

Da sich im verwendeten Eisenchlorid das Verhiltnis 
= — ergab (erhalten auf 0,5019 Fe, O, 2,6860 AgCl), waren 
also anscheinend 6,71°/, des Chlors bei der Behandlung mit 
Diazomethan abgespalten worden. 


AgCl, woraus sich berechnet: 








Beitrige zur Kenntnis der prosthetischen Gruppe des 
Blutfarbstoffs. 


Uber den Einfluss des Alterns auf den Blutfarbstoff. 
II. Mitteilung. 


Yon 
William Kiister 
nach Versuchen von Dipl.-Ing. Dr. Otto Geering. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische und pharmaceutische Chemie der Technischen 
Hochschule Stuttgart.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. Januar 1920.) 


Schon vor laingerer Zeit habe ich in dieser Zeitschrift ') 
darauf hingewiesen, daf} es von Wichtigkeit werden kénne, 
das Blut von Schlachttieren einzeln zu untersuchen, um fest- 
stellen zu kénnen, ob das Alter, Krankheiten, der Ernahrungs- 
zustand, vielleicht auch das Geschlecht etwa Veriinderungen 
oder Verschiedenheiten bedingen kénnten, die den Blutfarbstoff 
betreffen und sich in dem aus dem Blut gewonnenen Himin 
widerspiegeln. 

Kine erste diesbeziigliche Mitteilung habe ich dann an 
anderer Stelle gemacht*). Es hatte sich gezeigt, daf} aus 
dem Blut eines alten Pferdes ein a-Chlorhimin, also nach 
der Methode Schalfejeffs gewonnen, hervorgeht, das bei 
der Umscheidung ein Pseudohimin und entsprechend bei der 
Behandlung mit Anilin ein. De(hydrochlorid)himin _liefert, 
welches sich mit Hilfe von Methylalkohol und verdiinnter- 
Schwefelsiiure nicht dimethylieren lief, sondern nur ein Mono- 


') Bd, 101, 8. 36 (1917). 
*) Ber. d. d. pharmac. Ges. 29, S. 98 (1919). 
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methylhimin ergab, so daf} das Vorliegen eines N-De(hydro- 
chlorid)hiimins!) angenommen werden mufte. Das ,«*-Hiimin 
verhielt sich somit ahnlich, wie es am £-Himin beobachtet 
worden war, und es sprach alles dafiir, daf} im Blut des alten 
Tieres sozusagen die B-Form der prosthetischen Gruppe bereits 
vorgebildet war. So wurde die Frage aufgeworfen, ob die 
Veriinderung, welche sich hier zeigte, gegeniiber dem Ver- 
halten des Hiamins, das aus dem Blut junger Ochsen her- 
gestellt worden war, durch das Alter oder durch die Art 
des Schlachttieres zu erkliren sei, und schon dahin beantwortet, 
da allem Anschein nach Verinderungen mit dem Altern resp. 
durch Erkrankungen eintreten. Versuche mit dem Blut eines 
alten Rindes standen aber noch aus. Uber solche zu berichten 
bin ich nunmehr in der Lage, und ihr Ausfall bestiitigte in 
erwiinschter Weise unsere Erwartungen. Zunichst waren die 
Ausbeuten an o-Himin gering — das Tier besaf} also nur 
noch wenig Blutfarbstoff —, es zeigten sich aber Teich- 
mannsche Formen. Bei der Umscheidung aus Eisessig wurden 
jedoch gut ausgebildete wiirfelaihnliche Kristalle erhalten, wie 
sie dem (-Typus eigentiimlich sind. Das dann durch Kin- 
wirkung von Anilin erbaltene Produkt stellte, nach der Analyse 
zu urteilen, ein Gemisch von Himin mit Hydroxyhiimin im Ver- 
hiltnis 1:5 vor. Die Herausnahme des Chlors war also nur 
unvolistindig gegliickt. Hier war also ein Unterschied gegen- 
iiber dem Himin aus dem Blut junger kriftiger Ochsen zu 
konstatieren, denn dieses Hamin geht durch Einwirkung von 
Anilin in O-De(hydrochlorid)hamin iiber. Es zeigte sich aber 
auch ein Unterschied gegeniiber dem bisher beobachteten 
Verlauf der Einwirkung von Anilin auf das aus altem Pferde- 
blut gewonnene Hiimin, denn hierbei wurde vornehmlich ein 
N-De(hydrochlorid)himin erhalten, wihrend das Entstehen 
von Hydroxyhaimin namentlich bei Bromhiiminen beobachtet 
worden war. Veresterungsversuche zeigten dann aber ein 
iibereinstimmendes Verhalten des Hydroxyhimins mit dem 
N-De(hydrochlorid)haimin, insofern bei Verwendung verdiinnter 


') Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 49 (1917). 
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Schwefelsiure nur Monomethylierung eintrat, erst mit Hilfe 
konzentrierter Schwefelsiure konnte Dimethylierung erreicht 
werden. Die Hamine aus dem Blut der alten Tiere zeigten 
also in dem wesentlichsten Punkt védllige Ubereinstimmung. 
Das eine Carboxyl (A) dieser Hiimine hat hier nicht 
reagiert und diirfte somit der Chlorferrigruppe fernstehen, 
wihrend es beim Himin junger Tiere mit derselben unter 
Austritt von Chlorwasserstoff reagiert, und zwar so, daf} ein 


0-De(hydrochlorid)himin mit der Gruppierung —CO—0—Fe 


entsteht. Carboxyl B des Hiimins aus dem Blut des alten 
\ 
~ 
Ochsen ist betainartig festgelegt: —CO—ONH und hat sich 
VA 
hier ebenfalls nicht mit der Chlorferrigruppe umgesetzt, da 
letztere ja, soweit sie veriindert wurde, in die Hydroxyferrigruppe 
iibergegangen ist, wiihrend beim Himin aus dem Blut des 
alten Pferdes Carboxyl B mit der Chlorferrigruppe unter Aus- 
tritt von Chlorwasserstoff und Bildung des N-de(hydrochlorid)- 


hamins: _CO—ON—Fe“ zusammentrat, ihr also benach- 
i 


bart sein mu. Diese Unterschiede kommen auch bei der 
Umscheidung der Hiimine zum Ausdruck: das aus dem Blut 
des alten Ochsen hergestellte o-Himin liefi sich’ nach der 
Hisessigmethode umscheiden und lieferte in guter Ausbeute 
(ca. 85°/,, wobei in dem Verlust das dem Rohhamin anhaftende 
Eiweif} inbegriffen ist) ein echtes Hiimin, wihrend ein auf 
gleichem Wege von Herrn Geering erhaltenes Hiimin aus dem 
Blut eines alten Pferdes bei der Umscheidung ein Pseudo- 
himin mit 60°/, Ausbeute gab. Ganz ahnlich verlief der in 
der ersten Mitteilung (Seite 108) beschriebene Versuch mit 
dem Blut eines 14jihrigen Wallachs, wiihrend das Blut einer 
\8jaihrigen Fuchsstute bei der ersten Umscheidung ein un- 
deutlich kristallisierendes echtes Hiimin und erst bei der 
zweiten Umscheidung ,kuglige*‘ Aggregate eines Pseudohaimins 
gab (Seite 105). 

Wir haben demnach bisher drei Anordnungen der in Be- 
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tracht kommenden Gruppen zu unterscheiden, die wir bildlich 
wie folgt zum Ausdruck bringen kénnen: 











b. * 
/ ; 
bei A. COOH Cle NI Coo—KeS N 
: My Va - \ WA 
jungen gibt i: Y, 
Ochsen: | B, COOH N I COOH N 
‘ pf WA 
cl le rs. 
beim A. COOH N COOH N 
Vi Vi 
alten d a . a 4 ‘2 
Ochsen: |B, COOH N_ FeCl COONH F¢-0H 
) Vi Mie Va *, 
f ™\ \ 
heim A. COOH N COOH N 
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ie p | 
Pferd: |B. COOH N—Fe CO0--N—Fe 
VA y, 


wobei es noch unentschieden bleiben mui, ob die als I und 1] 
unterschiedenen basischen Stellen in ihrem Verhalten einander 
gleichgesetzt werden kénnen'). 

Ein etwas vom Ausfall der Methylierung abweichendes 
Resultat ergaben die Athylierungsversuche mit dem aus dem 
Blut des alten Ochsen erhaltenen Gemische aus Hydroxyhiimin 
und Himin. Bei der Veresterung mit verdiinnter Schwefel- 
siure fand Aufnahme von mehr Athy! statt, als einem Mono- 
derivat entspricht, mit konzentrierter Schwefelsiure wurde 


‘) Willstatter (Untersuchungen iiber Chlorophyll 8S. 29-—30} 
nimint an, dafs bei der Umwandlung von Chlorophyllin a in Isochloro- 
phyllin a eine Umlaktamisierung sich vollzieht, wobei das eine Carboxyl, 
welches zuerst mit dem Stickstoffatom ¢ laktamartig verbunden ist, frei 
wird und nunmehr ein anderes Carboxyl mit einem Stickstoffatom y zu- 
sammentritt. Diese Laktamtheorie halte ich nicht fiir wahrscheinlich 
und ersetze sie durch die Betain-Annahme, weil durch den Austritt von 
Wasserstoff vom Stickstoffatom die Méglichkeit der komplexen Bindung 
des Metalls gefihrdet wird. Ubrigens miissen in den von Willstitter 
gegebenen Formeln die Wasserstoffatome aus den Laktamgruppen gestrichen 
werden, da ja simtliche Stickstoffatome in Pyrrolringen enthalten sind. 
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die Diaithylierung dagegen nicht vollstindig erreicht. Die 
erstere Beobachtung stimmt mit der friiher schon begriinde- 
ten Annahme!) iiberein, wonach das Athyl auch das betain- 
artig gebundene Carboxyl, wenn auch schwierig, verestern 
kann. Daf eine Diithylierung schwierig ist, erhellt bereits 
aus den ersten Versuchen hieriiber, die Nencki und Zaleski?) 
beschreiben. Der Grund fiir das Miblingen ist wieder im 
Zustandekommen einer betainartigen Bindung, die nun auch 
das zweite Carboxyl eingehen kann, zu suchen. Hieriiber 
ergeben Beobachtungen beim Himatoporphyrin einen Anhalts- 
punkt, die in der folgenden Abhandlung niaher beschrieben 
sind §). 
Experimenteller Teil. 
I. Herstellung von «-Himin aus Pferdebiut. 

Zur Verwendung gelangte das Blut eines 12 Jahre alten, 
wegen Erkrankung geschlachteten Wallachs. 

Je ein Liter Blut, nach Schalfejeffs Methode verarbeitet, 
gab 3 g gut ausgebildete, sehr kleine Kristalle yon Chlorhimin, 
resp. 3,2 g gréfere Kristalle von Bromhimin in Teich- 
mannschen Formen. 

Bei der Umscheidung mit Hilfe von Pyridin-Chloroform 
wurden aus 0,5g Rohhimin 0,3 g in rhomben- und wiirfel- 
artigen Formen als Pseudohimin wieder erhalten, da durch 
mit Schwefelsiure angesiiuerten Alkohol Lisung eintrat. Das 
Bromhimin verhielt sich bei der Umscheidung genau wie 
das Chlorhimin. 

Der Rest dieses Pferdeblutes wurde nach Mérners 
Methode verarbeitet; iiber die Untersuchung der hier erhal- 
tenen B-Himine wird spiter berichtet werden. Es sei nur 
erwahnt, dafi sich der in Chloroform schwer lisliche Teil 
des Brom-Athylhimins als ein Pseudohiimin erwies. 


II. Herstellung von «a-Himin aus Ochsenblut. 
a) Nach Aussage des Metzgers handelte es sich um ein 
sehr altes Tier. Die Herstellung ‘des «-Hiimins erfolgte 
') Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 34 (1917). 


*) Diese Zeitschr. Bd. 30, S. 405 (1900). 
) S. 125f. 
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wie angegeben; das Chlorhimin filtrierte auferordentlich 
schlecht und erschien durch Eiweif} stark verunreinigt, 
weshalb es mit einer Auflésung von 2,5 g Pepsin in 
i 200 ccm 0,3°/,iger Salzsiiure bei 35° digeriert wurde. 
Nach zweistiindiger Behandlung konnte dann das Hiimin 
glatt filtriert werden. Die Ausbeute betrug aber nur 
5,2 g aus zwei Litern Blut; es wurde in Form der 
Teichmannschen Kristalle erhalten. 


os 





a b) Bei der Umscheidung mit Hilfe von Pyridinchloroform 
a: ergaben sich dann 4,4 g echtes Himin in Form von 
cf grofen Wiirfeln und Rhomben, welche sich unter den 





Kinflufi von Methylaithylketon nicht dnderte. 

c) Die 4,4 g wurden dann in gewohnter Weise mit Anilin 
behandelt, wonach 38,8 g verblieben, die bei der Analyse 
folgende Werte ergaben: 


0,2083 Substanz (90"): 0,4884 CO,, 0,1006 H,O, 0,0267 Fe,O, 
0,148 i (90°): 0,0098 AgCl (Carius). 


Es mute sich also um ein Gemisch aus drei Teilen 
Hydroxyhiimin mit einem Teil Chlorhimin handeln: 
C',, Hyp O,N,FeOH + Cy, Hyp O,N, FeCl 
Ber. 63.95°/, C, 5,01°/, H, 8,8% Fe, 1,4°/, Cl 
Gef. 63,94 5,23 8,96 1,6 


Das Gemisch war anscheinend vollstiindig in angesiiuertem 
Alkohol lishch, welche Beobachtung zur Alkylierung benutzt 
wurde. 


1.4)0,75 g wurden in 38 cem absoluten Methylalkohols unter 
A Zusatz von 9 Tropfen verdiinnter Schwefelsiure gelést, 
i die Lésung 15 Minuten am RiickfluBkiihler gekocht und 
4 dann durch Kintragen von 5 cem 38°/,iger Salzsiiure eine 
Fillung erzeugt. Nach 24stiindigem Stehen wurde diese 
abgesaugt und ausgewaschen, nach sorgfiltigem Trocknen 
betrug ihr Gewicht 0,7 g. Sie kristallisierte aus Chloro- 
form sowohl wie aus heifiem Kisessig in Form von 
feinen Nidelchen, Spindeln und Prismen und erwies sich 
bei Zimmertemperatur in 5°/,iger Sodalésung als léslich. 
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1123 Substanz (i. V.): 0,0442 AgJ (Zeisel) 

(),2210 . (90°: 0,5096 CO,, 0,1059 H,O, 0,0274 Fe,O, 
0,1052 . (90°): 0,0228 AgCl (Carius) 
(,,H,,(CH;)O,N,PeCl. Ber. 63,11°/, C, 5,11°/,H, 8,419/, Fe, 5,33°/,Cl,2,53°/, CH, 
Gef. 62,89 5,36 8,67 5,30 2,51 


Nach diesen Analysen zu urteilen lag also ein mono- 


methyliertes Hiimin vor. 


8) Der bei o beschriebene Versuch wurde unter denselben 


Bedingungen wiederholt, nur wurden 8 Tropfen konzen- 
trierte Schwefelsiiure verwendet. Dabei ergaben sich 
0,65 g eines zuniichst amorphen, dunkelbraunen Pulvers, 
das aus heifer 98°/,iger Essigsiiure in feinen, teilweise 
zu Biindeln angeordneten Nadeln kristallisierte. Im 
kochenden Wasserbade mit 5°/,iger Sodalésung erhitzt 
waren nach Einwirkung von 20 Minuten héchstens Spuren 
gelést. 

0,1905 Substanz (90°): 0,4480 CO,, 0,0915 H,O, 0,0230 Fe, O, 


0,08638 P (i.V.): 0,0593 AgJ (Zeisel) 
0.1066 ‘ (90°): 0,0223 AgJ (Carius). 


U,,H,,(CH,),0,N,FeCl. Ber. 63,57°/, C,5,29°/,H, 8,24/, Fe, 5,22°/, Cl, 4,4°/, CH, 


Gef. 63,42 5,37 8,44 5,17 4,38, 
wonach der Dimethylester des Himins vorliegt. 


2.2)0,5 ¢ wurden in 30 cem absoluten Athylalkohols unter 


Zusatz von 12 Tropfen 10°/,iger Schwefelsiure ge- 
lést, die Lésung 30 Minuten am Riickflufkiihler gekocht 
und dann filtriert, wobei ein Riickstand von 0,1 g blieb’). 
Das noch heife Filtrat wurde dann mit 4 ccm 38°/, iger 
Salzsiure gefillt, nach 24 stiindigem Stehen der Nieder- 
schlag filtriert, ausgewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Er wog 0,35 g, kristallisierte aus Chloroform als Gemisch 
von Niidelchen und langgestreckten Prismen, war in 
5°/,iger Sodalésung bei Zimmertemperatur nicht léslich, 
wohl aber im kochenden Wasserbade nach etwa 20 Mi- 
nuten anscheinend colloid léslich. 
0,1009 Substanz (90°): 0,03895 AgJ (Zeisel) = 4,8°, C,H. 


') Es ist anzunehmen, da dieser Riickstand das intakte Hiimin des 


Gemisches enthielt, leider wurde unterlassen, den Chlorgehalt des Riick- 


standes quantitativ zu ermitteln. 
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Da sich fiir einen Monoathylester nur 4,27 °/, C,H, be- 
rechnen, war demnach etwas Diathylester beigemengt. 
6) Der Versuch wurde unter Verwendung von 6 Tropfen 
konzentrierter Schwefelsiure unter sonst gleichen Be- 
dingungen wiederholt mit dem Resultat, dafi ein amorphes, 
dunkelbraunes Pulver erhalten wurde, welches aus heifiem 
Hisessig in feinen Niidelchen kristallisierte, in 5°/,iger 
Sodalésung bei Zimmertemperatur nicht, im kochenden 
Wasserbade nach 20 Minuten spurenweis léslich war. 
0,0942 Substanz (90°): 0,0580 AgJ (Zeisel) = 6,95°/, C,H.. 
Fiir den Diiithylester berechnen sich 8,19°/, C,H;. Es 
lag also ein Gemisch vor von etwa 2 Teilen des Diithy!- 
und einem Teil Monoithylester des Himins. 








Uber das Hamatoporphyrin. 
V. Mitteilung. 


Von 


William Kister. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische und pharmazenutische Chemie der Technischen 
Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Januar 1920.) 


In der IV. Mitteilung habe ich gemeinsam mit H. Bauer 
eine vorteilhafte Darstellung des Himatoporphyrindimethyl- 
thers und seine Eigenschaften beschrieben, Da sich unter- 
dessen ergeben hatte, daf} beim Hiimin bemerkenswerte Unter- 
schiede zwischen methylierten und fthylierten Derivaten 
bestehen, war es von Interesse, auch athylierte Abkémmlinge 
des Himatoporphyrins kennen zu lernen. So veranlabte ich 
Herrn Dipl.-Ing. Dr.O. Geering, den Diithylaither des Hiimato- 
porphyrins darzustellen. Dies gelang unter Einhaltung der fiir 
die Gewinnung des Dimethylithers ausgearbeiteten Beding- 
ungen, auch die Veresterung desselben mit Hilfe von Athylalkohol 
konnte ausgefiihrt werden, aber nur bei Zimmertemperatur. 
Die Temperatur des siedenden Athylalkohols geniigt bereits, 
um eine Umlagerung herbeizufihren, die darin zum Ausdruck 
kommt, dafi eine Veresterung nicht mehr stattfindet. Da 
nun zugleich die basischen Eigenschaften herabgedriickt wer- 
den und die Umlagerung ohne Austritt von Wasser vor sich 
geht, diirfte die einfachste Erklarung in der Annahme von 
Betainbindung zwischen den Carboxylen und den basischen 
Stickstoffatomen der Pyrrolenkerne bestehen. Nicht ausge- 
schlossen erscheint aber auch eine Lactonbildung, aihnlich der 
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bei der Himatinsaure allerdings erst bei weit héherer Tempe- 


ratur beobachteten: 


COOH CO-—O 
H | H 
CH, o— CH, | C— 
| po | te 
CH,—C—C _— CH,—C+C 
\ | 2S 
S | SN 
| at | Fa 
H,C—C—C H, C—C—C 
% H 


Gegen diese Annahme spricht die Beobachtung, wonach 
die Umwandlung sehr leicht, und zwar durch Behandlnug mit 
n. Salzsiure bei Zimmertemperatur wieder riickgingig gemacht 
wird, so daf} sich das salzsaure Salz des Himatoporphyrinithers 
bildet, das sich im Uberschu® von Sodalésung glatt lést, 
wahrend das Umwandlungsprodukt, obwohl nicht verestert, 
in Sodalésung unléslich ist. 

Kine weitere Deutung dahingehend, da sich ein Lactam 
bildet, wiirde einschlieBen, daf} die hiermit verkniipfte Wasser- 
abspaltung durch Aufnahme von Wasser an anderer Stelle 
kompensiert wiirde. Das kénnte vielleicht am basischen Stick- 
stoff erfolgen, doch wiirde ein solcher Stoff wohl stirker 
basische Higenschaften aufweisen, wihrend gerade das Gegen- 
teil der Fall ist, was auf eine Beteiligung oder Veriinderung 
des Pyrrolenrings in Ubereinstimmung mit den zuerst  er- 
waihnten Annahmen hinweist. 

Den Grad der Basizitét bestimmten wir durch die von 
Willstitter eingefiihrte Salzsiiurezahl mit der Modifikation, 
dai gleiche Volumina der iitherischen Lésung der Farbstofie 
und von Salzsiure bestimmter Konzentration miteinander ge- 
schiittelt wurden. Als Salzsiurezah] wird dann diejenige 
Konzentration der Saure angegeben, welche allen Farbstofi 
aus dem Ather fortnimmt, was am schirfsten zu erkennen 
ist. Es zeigte sich nun, da die Athylderivate des Hiimato- 
porphyrins siimtlich schwicher basisch sind wie die Methyl- 
derivate, dafi die Veresterung die Basizitaét starker herab- 
driickt wie die Veritherung, und dafs Himatoporphyrin selbst 
am stirksten basisch ist, wihrend das Gegenteil zu erwarten 


ay 


ie 2) 
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war. Kine Erklarung fiir dieses anormale Verhalten kann 
meines Erachtens nur die Vorstellung geben, dafi Betainbildung 
erfolgt, und daf} diese beim Hamatoporphyrin selbst im ge- 
ringsten Mabe, stirker bei den Athern, am stirksten bei den 
hstern erfolgt, wofiir ja auch die Leichtverseifbarkeit der 
ietzteren spricht, da sich die Saéure eben dahin begibt, wo 
das Alkyl sich befindet: 


~ 2 
Gn Onc > COOH NC 
é@ a 


Das Athyl neigt nun der Salzsiiurezahl gemiif in den 
Himatoporphyrinderivaten starker wie das Methyl] zur Betain- 
bildung, was mit dem bereits veréffentlichten Befund beim 
Himin, wonach das zur Betainbildung befahigte Carboxyl des- 
selben zwar durch Athylalkohol, nicht aber durch Methyl- 
alkohol alkyliert wird, iibereinstimmt. 

In Bezug auf die Fahigkeit, in wabriger Liésung drei 
Molekiilen Ammoniak zu binden, gleicht der Diithylather dem 
Haimatoporphyrin, in Bezug auf ein Silbersalz mit drei Atomen 
Metall gleichen sich der Dimethyl- und der Diithylither des 
Himatoporphyrins, auch erfolgt aus beiden Athern die Los- 
lisung des einen Alkyls unter lingerer Kinwirkung von 
Salzsiiure. Dies Verhalten spricht fiir Verschiedenheit der 
beiden Seifenketten'), die bei der Hiimatoporphyrinbildung 
nach meiner Anschauung aus Vinylen des Hiamins durch 
Wasseraufnahme hervorgehen, was durch die Annahme erklart 
werden kann, daf} das eine Vinyl dabei in eine primiire, das 
andere in eine sekundire Carbinolgruppe iibergeht: 

—CHOH—CH, 
2—CH — CH, ¢ 
\—CH,—CH, OH. 

Bemerkenswert ist endlich der Befund, dais bei der Kin- 
witkung von Anilin auf das Gemisch von Stoffen, welches 
sich aus dem Himin unter der Einwirkung von Bromwasser- 
stoff-Kisessig bildet und im wesentlichen aus dem Brom- 


') Aus den Versuchen von Willstiaitter (Diese Zeitschrift Bd. 87, 
S. 448—449 [19138]), geht diese Verschiedenheit ebenfalls hervor. 
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wasserstoffester des Himatoporphyrins und Eisenbromid be- 
steht, die Bromferrigruppe in das Molekiil des Porphyrins 
zuriicktritt, so dafi durch Anilinreste substituierte Hiamine 
entstehen. Die Hauptmenge dieses Gemisches kann als das 
Anil eines Dihydro-oxy-anilido-himins (C,,H,,0,N,FeBr) an- 
gesprochen werden. 


Experimenteller Teil. 


A. Zur Darstellung des Himatoporphyrindimethyl- 
iithers kann nachgetragen werden, daf} derselbe aus der auf 
1°/, Gehalt verdiinnten Lésung des bromwasserstoffsauren 
Salzes durch Ather zum groSten Teil, aus 0,9°/,iger Lésung 
vollstindig extrahiert werden kann. Aus der getrockneten 
und durch Abdestillation eines grofien Teils des Lésungs- 
mittels konzentrierten itherischen Lésung scheiden sich dann 
Kristalle von tiefdunkelvioletter Farbe aus, die in der Form 
den Teichmannschen Hiaminkristallen gleichen. Sie ent- 
hielten noch 0,2°/, Hisen. 

0,1980 Substanz (i. V.) : 0,5001 CO,, 0,1161 HzO, 0,0006 Fe, 0,, 
01850 , (i. V.):0,0972 AgJ (Zeisel). 
Cop H,gO,N,. Ber. 69,01°/, C, 6,71°/, H, 4,79°/, CHy. 

Gef, 68,88 6,56 4,66 0,2°/, Fe. 

Das komplexe Kupfersalz des Himatoporphyrin- 
dimethylithers schied sich aus einer Lésung, die aus 1 g 
des Athers und 100 ccm Kisessig bereitet, dann nach Zusatz 
von 10 cem einer 1°/,igen Kupferacetatlisung in Hisessig bis 
zum Kochen erhitzt worden war, in prachtvoll ausgebildeten, 
zu Biischeln angeordneten Nadeln in einer Ausbeute von 
0,8 g ab. Die Farbe erschien dunkelbraunrot, in Alkalien ist 
es léslich, in verdiinnten Saéuren unléslich. 

0,2007 Substanz (45°) : 0,4598 CO,, 0,0997 H,O, 0,0238 CuO. 

C,,H,,0,N,Cu. Ber. 62,75, C, 5,95, H, 9,28°/, Cu. 

Gef. 62,48 5,56 9,47. 

Auf gleiche Weise wurde das komplexe Kupfersalz aus 
dem Dimethylester des Hamatoporphyrindimethylithers in 
nadelférmigen Kristallen von dunkelbraunroter Farbe gewonnen, 
das in verdiinnten Saiuren und Alkalien nicht léslich ist. 
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B. Zur Darstellung des Himatoporphyrindiithyl- 
ithers dienten 21 g $-Chlorhamin und 300 ccm Kisessig- 
bromwasserstoff (spez. Gewicht 1,41). Das Verfahren glich 
dem bei der Herstellung des Dimethylithers angewandten; 
nach der Abdestillation des EKisessigbromwasserstoffs wurde 
dann der Riickstand in 300 cem absoluten Athylalkohols unter 
starkem Erwirmen gelést, da die Lésung sehr schwer vor 
ich ging. Bei der Filtration zeigte sich kein Riickstand, 
yachdem der Farbstoff aus dem Filter durch 50 cem Alkohol 
ausgewaschen worden war. Dabei schied sich aus dem Filtrat 
cin Teil des Farbstoffs in harziger Form aus und mufte durch 
Erwirmen erst wieder in Lésung gebracht werden, um das 
Kisen durch eine Lésung von 5 g Kaliumhydroxyd in 35 ccm 
Alkohol fallen zu kénnen. Das Filtrat wurde dann mit 750 cem 
Ather versetzt und aus dieser Lésung der Alkohol und zu- 
gleich alles Eisen fortgewaschen, wozu 11mal mit je 50 ccm 
Wasser ausgeschiittelt wurde. Nun erfolgte der Auszug des 
Hiimatoporphyrinderivats mit 10°/,iger Bromwasserstofisiure 
in 11 Portionen mit je 50 cem, wonach im Ather noch ein 
visenhaltiger Stoff mit dunkelbraunroter Farbe verblieb’). 

Die Lésung des bromwasserstoffsauren Salzes blieb zur 
volistindigen Verseifung der Esteriithyle 4 Tage stehen, wurde 
dann unter Kiihlung mit 170 g 50°/,iger Kalilauge vorsichtig 
neutralisiert, worauf der Ather durch Eintragen von 65 g 
Natriumacetat gefillt werden konnte. 

Der filtrierte und bromfrei gewaschene Niederschlag er- 
schien nun etwas verharzt und konnte weder aus der ithe- 
rischen, noch aus einer mit Hilfe von heifiem Benzol herge- 
stellten Lésung, noch durch Zusatz von Petrolither zur 
itherischen Lésung kristallisiert erhalten werden. In heifem 
Methylalkohol war dieser rohe Diathylither des Himatopor- 
phyrins nun reichlich léslich, durch starke Abkiihlung fiel 





1) Nach Abdestillieren des Athers verblieben 0,4 g eines schwarz- 
braunen, amorphen Stoffes, der in 5°/,iger Salzsiiure, wie auch in */, n. 
Kalilauge bei Zimmertemperatur, in 5°/,iger Soda auch im Wasserbade 
nicht léslich war. Die weitere Untersuchung unterblieb der geringen 
Menge wegen. 
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dann ein Teil des gelisten Stoffes, aber wiederum nicht deut- 
lich kristallisiert aus, beim langsamen Verdunsten der methy]- 
alkoholischen Liésung wurde endlich eine kérnige Ausscheidung 
ohne deutliche Kristallform erhalten. Beim Erhitzen trat 
ein Sintern ein bei 98—99°, bei 118—119° dann ein Schmelzen. 
Dieser Stoff enthielt nun Methylalkohol, und zwar zwei Mole- 
kiile, welche beim Trocknen im Vakuum nicht entfernt wer- 
den konnten, wie die Zeiselbestimmung in der Modifikation 
von Willstatter ergab: 
0,2564 Substanz (i. V.) : 0,0372 CH;),NJ -++ 0,1584 CH,), C,H, NJ, 
0,1950 e (i. V.) : 0,0258 CH,), NJ + 0,1240 CH,), C,H, NJ. 
C,H, 0,N, (CoH,)p:2CH,OH. Ber. 4,19°/, CH, und 8,10°/, ©, H, 
Gef. 4,2 8,3 
8,95 8,99 

Durch Lésen in Soda wurde sowohl Methyl wie Athyl 
abgespalten, und zwar ist die Temperatur hierbei vom gréfiten 
EinfluB. Bei Verwendung 5°/,iger Sodalésung in der Wirme 
enthielt nimlich der durch Essigsiure wieder gefiallte Stoff 
noch 2,15°/, CH, und 5,87°/, C,H,: 

0,2020 Substanz (i. V.) : 0,0150 (CH;), NJ -+ 0,0880 (CH,), C,H, NJ. 

Bei Verwendung 10°/,iger Sodalésung und 4 tigiger Ein- 
wirkung bei Zimmertemperatur enthielt der durch Essigsiiure 
wieder gefillte Stoff 3,25°/, CH, und 7,01°/, C,H.: 

0.2182 Substanz (i. V.) : 0,0256 CH,;), NJ + 0,1138 CH;), C,H, NJ. 

Dieser Gehalt an Methylalkohol bewirkt, dafi das Pri- 
parat in wiafriger Lisung nur 2'/, Molekiilen Ammoniak 
aufnimmt, wihrend der reine Diithylather 3 Molekiilen zu 
binden imstande ist '). 

0,5536 g wurden in 50 ccm "/,, NH, gelést, die Lésung 
filtriert, was ohne Riickstand zu hinterlassen vor sich ging, 
das Filter nachgewaschen und das Filtrat auf 100 ccm ge- 
bracht. Nun wurde das iiberschiissige Ammoniak bei 37° 
unter vermindertem Druck in eine Vorlage abgesaugt, die mit 
50 cem "/,, H,SO, beschickt war. Nach °/,stiindigem Saugen 


') Auch das Himatoporphyrin nimmt 8 Molekiile auf, beim Dime- 
thyliither ergaben sich nur 2 Molekiile. 
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wurde zuriicktitriert, wozu 30 ccm "/,, Ammoniak erforder- 
lich waren, 
C,,H,,0,N, (NH;),. Ber. 0,0401 NH, 
Cy,H,,0,N, (NHy).  » 0,0275 NH, 
Gef. 0,034 NH,, 


was also 2'/, Molekiilen entspricht. 


Aus der nach dem Absaugen des iiberschiissigen Am- 
moniaks verbleibenden Lésung wurde dann durch Zusatz von 
0,8 g Silbernitrat das Silbersalz gefallt, abfiltriert, silberfrei 
eewaschen und im Vakuum unter Lichtabschlufi getrocknet. 
Die Analyse des im Betrage von 0,48 g gewonnenen Salzes 
zeigte, daf} der Methylalkohol verdringt worden war und dafi 
3 Atome Metall wie beim Dimethylither aufgenommen wor- 
den waren. 

0,2066 Substanz (i. V.) ; 0,5240 CO,, 0,0801 H,O, 0,0670 Ag, 
0.1707 , (i. V.): 0,0761 CH,),C,H,NJ, kein (CH,),NJ. 
C,Hys O,N, (CoH,)o Ag. Ber. 44,31/9/, C, 4,41 °/, H, 33,28%/, Ag, 5,96°/, Co H;, 

Gef. 44,05 4,47 33,4 6,06. 

Beim Versuch, das methylalkoholhaltige Praparat des 
Diithylithers mit Hilfe von Athylalkohol zu verestern, wurde 
die Beobachtung gemacht, daf} die gewiinschte Reaktion bei 
der Temperatur des siedenden Alkohols nicht zustande kommt. 
Auch hatte die in der Konzentration von 1°/, verwendete 
Salzsiiure zusammen mit dem Uberschuf des Alkohols den 
Gehalt an Methylalkohol nicht zu verdriingen vermocht, so 
dafs nach der Analyse sogar der Anschein erweckt wurde, 
dafi der Dimethylester vorliege, da das Priiparat auch in 
Alkalien unléslich war. Die beim reinen Diathylither er- 
iibrigten Resultate sprechen aber dafiir, daf} auch im gegebenen 
Fall eher eine betainartige Bindung vorliegen diirfte. 

0,5 g des methylalkoholhaltigen Himatoporphyrindiithyl- 
ithers wurden in 25 ecm absoluten Athylalkohols, der 1°/, 
Chlorwasserstoff enthielt, gelést, und die Lésung 15 Minuten 
am RiickfluBkiihler im Sieden erhalten. Das Reduktions- 
produkt wurde dann durch Natriumacetat gefallt und Ather 
hinzugefiigt, worauf der Alkohol und unveranderter Hamato- 
porphyrindiathylather durch Waschen mit Wasser und Soda- 

















132 William Ktster, 


lésung entfernt wurden. Nach dem Trocknen mit Natrium- 
sulfat wurde der Ather zum griéften Teil abdestilliert. Hs 
schieden sich dann Kristalle von verschiedenartiger Form ab, 
nadelférmige Gebilde und rhombische Blécke, die sich gegen 
5 °/,ige Soda und auch gegen 12°/,ige Natronlauge indifferent 
verhielten. Kine Gesamtalkylbestimmung nach Zeisel ergah 
viel zu wenig, nimlich nur 13,2°/, auf Athy] berechnet. 
0,1962 Substanz (i. V.) : 0,2104 Ag J. 

Es hatte den Anschein, als ob neben zwei Athylen zwei 
Methyle vorhanden seien (berechnet 12,9°/,), was eine weitere 
Analyse bestitigte: 

0,2296 Substanz (i. V.) : 0,0390 CH,), NJ und 0,1422 CH,), C, H, NJ. 
C,,H;,0,N,, Ber. 4,18°/, CH, 8,08 °/, C. H;, 
C,)H5,0,N,. Ber. 4,4 °/, CH, und 8,5 °/, C,H,, 

Gef. 5,07 8,3. 

Ein zweiter Versuch lieferte einen Stoff mit ganz gleichen 
Kigenschaften, namentlich zeigte sich wieder die Unléslichkeit 
in Alkalien und die geringe Basizitét (Salzsiurezah! 8,5). 
Auch lésten ihn sehr verdiinnte Séuren nicht, wohl aber 
10°/,ige Bromwasserstoffsiure, nach deren HKinwirkung der 
Diiithylither des Himatoporphyrins zuriickerhalten wurde. 
Der Methylalkohol war dabei abgespalten worden, vielleicht 
auch etwas Athyl, nach der Analyse zu urteilen, die aller- 
dings mit sehr geringen Mengen ausgefiihrt wurde. 

0,06 g wurden durch 40 ccm 10°/,ige Bromwasserstoffsiiure 
gelést, die Lésung wurde 4 Tage lang bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen, dann filtriert, was ohne Riickstand geschah, 
das Filtrat unter Kiihlung mit Natronlauge neutralisiert und 
der Farbstoff durch Eintragen von Natriumacetat gefiallt, ab- 
filtriert und bromfrei gewaschen: 

0,0552 Substanz (i V.): 0,0292 CH,),C,H, NJ = 7,06°/,C, H, 

kein (CH;), NJ. 


Bei stiirkerer Kinwirkung nimmt dann Salzsiiure ein ganzes 
Athyl heraus, so da® sich das Salz eines Monoiithylithers des 
Himatoporphyrins bildet. 

0,5 g Diithylither wurden in 60 ccm Ather gelist und 
diese Lésung mit 100 cem 5°/,iger Salzsiiure 4 Stunden ge- 
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schiittelt. Die salzsaure Liésung wurde neben Schwefelsiure 
14 Tage im Vakuum gehalten, worauf sich Biindel von feinen, 
langgestreckten Nadeln abgeschieden hatten. Sie wurden ab- 
gesaugt, mit 25°/,iger Salzsiure gewaschen und auf Ton im 
Vakuum getrocknet, verloren aber auch hierbei schon Chlor- 
wasserstoff. Die Ausbeute betrug nur 0,129 g. Aus dem 
Filtrat wurden durch Neutralisation mit Natronlauge und Ein- 
tragen von Natriumacetat 0,175 g der Base gewonnen. 

0,1290 Substanz (i. V.): 0,0423 AgCl (Carius). 

C;,H,,;0,N,(C,H;) «2H Cl. Jer. 10,3°/, Cl 

Gef. 7,98. 
0,1754 Substanz (i. V.): 0,0622 CH,),C,H,NJ, kein (CH,),NJ. 
C,,B., O,N,- (C,,). Ber. 4,63°/, C,H, 
Gef. 4,78. 

C. Die Darstellung des reinen Himatoporphyrindiithy]- 
iithers gelang aus 7 g $-Brom-Hiamin, die mit 100 cem Eis- 
essig- Bromwasserstoff (spez. Gew. 1,41) verarbeitet wurden. 
Die Liésung des nach Abdestillation der Séuren verbleibenden 
Riickstandes erfolgte bei diesem Versuch in 500 cem absoluten 
Athylalkohols ohne Erwirmen. Nach Fallen von Kalium- 
pe > und Ferrihydroxyd durch Zusatz einer Lésung von 

g Kaliumhydroxyd in 30 cem Alkohol wurde das Filtrat 
a 1'/, Liter Ather vermischt und durch Ausschiitteln mit 
550 ecem Wasser in 10 Portionen alkohol- und eisenfrei ge- 
waschen, worauf mit 750 ccm 10°/,iger Bromwasserstoffsiure 
in 12 Portionen der Farbstoff herausgelést wurde. Die brom- 
wasserstoffsaure Lésung blieb 24 Stunden bei Zimmertempe- 
ratur stehen, wonach Verseifung eingetreten ist, hierauf wurde 
sie mit 55 g Kaliumhydroxyd unter Kihlung neutralisiert und 
durch Eintragen von 50 g Natriumacetat der Farbstoff gefillt. 
Kr wurde filtriert, bromfrei gewaschen, zwischen FlieSpapier 
und dann im Vakuum getrocknet. Die Ausbeute betrug 5,5 g. 

0,2032 Substanz (i. V.): 0,5187 CO., 0,1253 H, 0, 0,0007 Fe, 0, 

0,1890 ‘ (;, ): 0,1815 AgJ (Zeisel). 

C,,H,,0,N,. Ber. 69,72°/,C, 7,039/,H, 8,87%/, C,H, 

Gef. 69,61 6,9 8,58 0,24°/, Fe. 

Ks liegt also der Diathylither des Himaiayenyoe vor. 
Er bildet ein sehén ziegelrotes Pulver, das in 5°/, iger Sodalésung 
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bei Zimmertemperatur léslich ist und kristallisiert aus Alkoho} 
in mikroskopisch kleinen Wiirfeln. Im Gegensatz zu dem 
methylalkoholhaltigen Praparat besitzt der reine Diithylither 
keinen Schmelzpunkt. 

Das salzsaure Salz desselben wurde nach Auflésen von 
0,5 g in 7 com n, Salzsiure durch 8tagiges Stehen dieser 
Lésung im Vakuum neben Schwefelsiure in zu Drusen ange- 
ordneten Nadeln erhalten, die stark hygroskopisch sind und 
durch Wasser zerlegt werden. Die Ausbeute an kristallisiertem 
Material ist daher mangelhaft, sie betrug 0,18 g. 

0,1842 Substanz (i. V.): 0,0702 AgCl. 

C,,H,,0,N, + 2HCl. Ber. 9,76 °/, Cl 

Gef, 9,29. 

Der Versuch, den Diathylither des Himatoporphyrins zu 
verestern, und zwar beim Siedepunkt des Athylalkohols, fiihrte 
zu einem dem Diiithylither isomeren Stoff, der aber in Alkalien 
unléslich war und durch Siéuren schwieriger gelést wurde, 
wodurch der Diithylither dann regeneriert wurde. Es kann 
sich daher kaum um etwas anderes als um das ,Betain‘ des 
Diithylithers handeln. 

1 g Diithylither wurde in 80 ccm absoluten Alkohols 
gelést, die 1°/, Chlorwasserstoff enthielt, die Lésung '/, Stunde 
am Riickflubkiihler im Sieden erhalten. Nach dem Erkalten 
wurde der Farbstoff durch Natriumacetat gefallt, abfiltriert 
und chlorfrei gewaschen, der Niederschlag in Ather gelist, 
die atherische Lisung mit Sodalésung zur Entfernung des 
Alkohols und unverinderten Diathylithers geschiittelt, dann 
getrocknet und der Ather abdestilliert. Der Riickstand kri- 
stallisierte in meist zu Biischeln vereinten Nadeln und erwies 
sich auch in 12°/,iger Natronlauge bei Zimmertemperatur als 
unléslich; beim Erwarmen trat aber Lésung ein. 

0,1863 Substanz (i. V.): 0,0975 AgJ (Zeisel) = 8,8°/, C,H;. 

Kin zweites Priparat mit gleichen Higenschaften gab 
folgende Werte: 

0,1008 Substanz (i. V.): 0,0703 AgJ (Zeisel) 

0,2074 “i ( , ): 0,5278 CO, und 0,1295 H,0O. 

Cy,HigO,N, Ber. 69,72°/, C, 7,08°/, H, 8,87°/, C,H, 

Gef. 69,48 6,98 8,6 
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0,12 g des Praparats wurden durch den groBen Uber- 
schuB von 70 ccm 10°/,iger Bromwasserstoffsiure in Lésung 
iberfiihrt, die Lésung 4 Tage lang stehengelassen, dann (ohne 
Riickstand) filtriert und der Farbstoff durch Neutralisation 
der Sdure wieder gefillt. Eine Verseifung war nicht ein- 
getreten, die Alkyle sind also als Ather vorhanden. 


0,1183 Substanz (45°): 0,0784 AgJ = 8,17°/, C,H;. 


0,4 g des Priparats listen sich beim Schiitteln mit 5 ccm 
n. Salzsiure innerhalb 5 Tagen bis auf einen geringen Rest, 
der dann durch 3 ccm n. Salzséure auch noch in Lésung ging. 
Das Filter wurde mit 2 cem Wasser gewaschen. Aus dem 
Gesamtfiltrat schieden sich beim Stehen im Vakuum neben 
Schwefelsiure nach 12 Tagen nadelférmige Kristalle ab; nach 
18 Tagen konnten 0,26 g gesammelt werden. 


0,1902 Substanz (i. V.): 0,0715 AgCl (Carius) 
C,,H,,0,N, - 2HCI. Ber. 9,76°/, Cl 
Gef. 9,3. 


Durch einen Uberschuf von Sodalésung ging das salz- 
saure Salz in Lésung, die Karboxyle sind also durch das 
Lésen in der n. Salzsiure wieder in Freiheit gesetzt worden. 


D. Die Darstellung des Diathylesters des Hamatopor- 
phyrindiathylathers gliickte durch Einhaltung der Zimmertem- 
peratur. 


In die Lésung von 0,5 g des Diathylithers in 80 ccm 
absoluten Athylalkohols wurde unter Kihlung getrockneter 
Chlorwasserstoff 20 Minuten lang eingeleitet. Dann wurde 
die Lésung vorsichtig im Vakuum neben Kalk verdunstet, 
wobei die Salzsiure vollstiindig entwich. Der Riickstand 
stellte ein stahlblaues Pulver dar, zeigte also den Habitus 
der Salze; auch die hohe Salzsiurezahl (9) spricht fiir die 
Betainbindung. Aus Ather wurden kérnige Aggregate erhalten, 
der Schmelzpunkt war unscharf und kann bei 91—93 ° liegend 
angegeben werden. Die Unlislichkeit in Soda und 12°/,iger 
Natronlauge bei Zimmertemperatur kennzeichnete die Ester- 
natur. 
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0,1016 Substanz (i. V.): 0,1293 AgJ (Zeisel) 

0,1941 . ( , ): 0,5029 CO, und 0,1333 H,0. 

C,.H,,0,N,. Ber. 70,98°/, C, 7,62°/, H, 16,33°/, C,H, 
Gef. 70,61 7,7 15,7 


Die Bestimmung der Salzsiurezahlen wurde mit einer 
Lésung von 0,02 g der betreffenden Substanz in 100 cem Athe: 
ausgefiihrt. Gleiche Volumina der Salzsiure von bestimmtey 
Konzentration und der atherischen Farbstofflésung wurden 
geschiittelt und diejenige Konzentration, welche der Atherischey 
Lésung allen Farbstoff entzieht, wird als die Salzsiiurezah| 
des betreffenden Priiparats bezeichnet. 





Salzsiurezahl 
nach nach 


Willstitter Geering 





| 
| 





Himatoporphyrin. . . . . 0,1 | — 
Dimethylither desselben . . 1 | ~ 
Diathylither a ig — 4,5 
Tetramethylhimatoporphyrin , 3 — 
Tetraithylhimatoporphyrin . _- 9,0 


K. Einwirkung von Anilin auf das Gemisch des 
Dibromhydrats des Haimatoporphyrinbromwasser- 
stoffesters und EHisenbromids. 

7 g B-Chlorhaémin wurden bei Zimmertemperatur mit 100 coi 
Hisessigbromwasserstoft (spez. Gew. 1,41) behandelt; nach 
36 Stunden war bei 6stiindigem Schiitteln am Tage vollstindige 
Lésung eingetreten. Sie muBbte vor der Weiterverarbeitung 
6 Wochen stehen bleiben. Diese bestand darin, dai der nach 
Abdestillation der Siuren hinterbleibende, dunkelstahlblaue 
Riickstand unter Luftabschlu8 in 300 cem frisch destillierten 
Anilins gelést wurde, wobei sich leichtes Erwirmen als notig 
erwies. Das iiberschiissige Anilin wurde nun rasch im Vakuum 
abdestilliert, was unter starkem Stofen vor sich ging, und 
der verbleibende dunkelbraune Riickstand so lange mit Wasser 
bei Zimmertemperatur digeriert, bis sich Bromionen nicht mehr 
nachweisen lieSen. Nun wurde der Kolben zertriimmert und samt 
dem bromfrei gewaschenen und getrockneten Riickstand mit 


fee) 


(oO 
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Ather extrahiert, bis sich im Atherriickstand Anilin nicht 
mehr nachweisen liefi. Dann wurde er am RiickfluBkiihler 
mit Alkohol erschépfend extrahiert, schlieflich noch mit Kis- 
essig. Auf diese Weise wurde das Reaktionsprodukt in fol- 
gende 4 Teile zerlegt: 


A. 1,6 g, beim Konzentrieren der alkoholischen Lésung 

auf 60 ccm schwer léslich ausgefallen. 

B. 3,8 g, aus dem Filtrat von A durch Ather gefiillt. 

C. 0,9 g, in EHisessig léslich, durch Wasser gefiallt. 

D. 0,5 g, auch in Eisessig unldslich. 

Alle vier Teile sind dunkelbraun gefarbt und erwiesen sich 
als unléslich in Soda und bei Zimmertemperatur auch in 12 °/,iger 
Natronlauge sowie in verdiinnten Siiuren. Es handelt sich 
also nicht mehr um Porphyrinderivate, sondern um substi- 
tuierte Himine; unter dem Einflufi des Anilins ist also die 
Bromferrigruppe wieder in das Porphyrinmolekil eingetreten. 
Dies ergab die Analyse bei allen 4 Teilen iibereinstimmend, 
im iibrigen zeigten sich Unterschiede, die darauf hinweisen, 
dafi die Verschiedenheit der Reaktionsprodukte durch den 
Gehalt an Anilinresten bedingt ist. Nun wurde nur der auch 
in gréBter Menge vorhandene Teil B in wenn auch nicht 
deutlich kristallisierter Form erhalten. Die Analyse desselben 
stimmt denn auch recht gut mit den aus der empirischen 
ormel C,,H,,0O,N,FeBr berechneten Werten iiberein, eines 
Stoffes, der sich aus dem Himatoporphyrinbromwasserstoffester 
dadurch gebildet haben kénnte, daf} bei der EKinwirkung von 
Anilin nur ein Bromatom durch einen Anilinrest ersetzt worden 
ist, wihrend ein zweiter mit den beiden Karboxylen zum 
Anil sich vereinigt hat, was unter Beriicksichtigung der Un- 
léslichkeit des Reaktionsproduktes in Alkalien angenommen 
sel. Durch die spiter erfolgende Behandlung mit Wasser ist 
dann das zweite Bromatom durch Hydroxyl ersetzt worden. 
Auberdem ist die Bromferrigruppe in das Molekiil zuriick- 
getreten. 


Cy, Hy, 0, N, Br. + 2NH, C, H, = 2H, 0 + HBr + C,,H,,0,N, Br 
C,,H,;0,.N,Br +2H,O =HBr +C,H,,0,N, 
CyH,0,N, +FeBr, #—=2HBr+C,,H,,0,N,FeBr. 
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Teil B, leicht léslich in Alkohol, auch in Benzol, kristal- 
lisiert in kleinen wiirfelartigen Gebilden. 


0,1790 Substanz (90°): 0,4263 CO,, 0,1045 H,O, 0,0123 Fe, 0, 
0,1006 = (90°): 8,7 com N bei 15° und 741 mm B 
0,1008 . (90°): 0,0199 AgBr (Carius). 
C,,H,,0,N,FeBr. Ber. 63,89°/,C, 5,09°/, H, 6,48°/, Fe, 9,72°/, N, 9,26), Br. 
Gef, 62,8 4,7 6,35 9,5 9,1 


Teil A diirfte ein Gemisch von Stoffen vorstellen, dic 
sich aus dem Himatoporphyrinbromwasserstoffester durch Ein- 
wirkung von 3 baw. 4 Molekiilen Anilin gebildet haben kénnen: 


U5, Hy,0,N, Brg -+ 3 NH, C,H; -- H,O + FeBr, = C;.H;,0,N;FeBr 
+ 2H,O0 -+- 4H Br 

C,, H;,0,N,Br. + 4NH,C,H, + FeBr, = C,, H;,0,N, Fe Br + 2H, 0 
+- 4HBr. 


16 


Das letztere Produkt miifite allerdings dann noch wieder 
2 Molekiile Wasser aufgenommen haben, um den analytisch 
ermittelten Werten zu entsprechen. 


0,2163 Substanz (90°): 0,5046 CO,, 0,1066 H,O, 0,0160 Fe, 0, 
0,2241 . (90°): 0,5262 CO,, 0,1128 H,O, 0,0169 Fe, 0, 
0,0924 . (90°): 8,8 com N bei 15° und 743 mm B. 
0,1084 i (90°): 0,01938 AgBr (Carius) = 0,0150 AgCl {ber. 
0,0146 AgCl, somit enthilt der Stoff kein Chlor}. 
C., H;,0.N,FeBr -+- 2 H, 0. 
Ber. 65,17°/, U, 5,62°/, H, 5,24°/, Fe, 10,48°/,N, 7,49°/, Br. 
C.. H;, ON, Fe Br. 
Ber. 65,20°/, C, 5,83°/,H, 5,85°/, Fe, 10,24°/,N, 8,36°, Br. 
Gef. 63,62 5,51 4,92 10,84 7,93 
64,03 5,63 4,97 


Die Analysen des 3. und 4. Teils (C und D) seien ange- 
schlossen; den ermittelten Werten kann entnommen werden, 
da® C drei Anilinreste enthilt, wihrend D nur einen Anilin- 
rest enthalten kann. 

C. 0,1671 Substanz (90°): 0,3898 CO,, 0,0866 H,O, 0,0149 Fe, 0, 


0,1084 (90°): 9,8 cem N bei 15° und 743 mm B 
0,1012 i (90°): 0.0179 AgBr (Carius). 
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Cg H,, 0,N, FeBr + H,0. 
Ber. 64,00°/, C, 5,439/,H, 10,05°/,N, 5,74°/, Fe, 8,2°/, Br. 
Gef. 63,6 5,47 9,77 5,2 7,41 


D. 0,1795 Substanz (90°): 0,3960 CO., 0,0798 H,O, 0,0185 Fe, 0, 
0,1245 ‘ (90°): 9,1 com N bei 14° und 743 mm B 
0,0998 P (90°): 0,0190 AgBr (Carius). 

C,, Hy,0,N; Fe Br. 

Ber. 60,84°/,C, 4,94°/,H, 8,87°/,N, 7,09°/, Fe, 10,14°/, Br. 
Gef. 60,15 4,91 8,36 7,21 8,01 


Bei der Kinwirkung von Kisessig-Bromwasserstoff (spez. 
Gew. 1,41) auf den in gréfiter Menge erhaltenen Teil B zeigte 
es sich, dafi ein Anilinrest und die Bromferrigruppe langsam 
entfernt wurden. Dabei wurde ein allerdings nicht ganz eisen- 
freies Porphyrin erhalten, das sich sowohl in 5°/,iger Salz- 
siure wie in 5°/,iger Sodalésung aufléste, nach welchem Be- 
fund zu urteilen die Anilgruppe aufgesprengt worden war, 
wihrend der Anilinrest der einen Seitenkette erhalten ge- 
blieben ist. 

3,1 g wurden unter haufigem Schiitteln der Einwirkung 
von 60 ccm des Eisessig-Bromwasserstoffs unterworfen; nach 
24 Stunden hatte die braune Farbe der Liésung einen violetten 
Stich angenommen, nach 55 Stunden wurde die klar filtrie- 
rende Lésung in Wasser eingetragen, wobei der Farbstoff fast 
der ganzen Menge nach (2,8 g) wieder ausfiel, trotzdem er 
nur noch ca. 3°/, Hisen enthielt. Im violett gefarbten Filtrat 
lief} sich dann noch Eisen und auch Anilin nachweisen. 

So wurden 1,2 g des hier erhaltenen Farbstoffes einer 
nochmaligen Behandlung mit 30 ccm Eisessig-Bromwasserstoft 
9 Tage lang unterworfen, wonach die Lésung einen rein 
violetten Ton angenommen hatte. Jetzt fiel beim Hingiefien 
in Wasser ein Stoff aus, der gegen Alkalien indifferent war, 
wihrend das violette Filtrat griéfiere Mengen eines Porphyrins 
enthalten mubte. Es fiel mit Ferrihydroxyd zusammen aus, 
als schwach alkalisch gemacht wurde, lief sich aber dem 
Niederschlag durch Auskochen mit Aceton entziehen und 
kristallisierte aus der stark konzentrierten Acetonlésung in 
schénen Blattchen aus, allerdings nur in einer Ausbeute von 
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ca. 0,18 g. Es liste sich in 5°/,iger Sodalésung und in 5°), ige: 
Salzsiiure auf; die Lésungen zeigten die Spektra des Himoto- 
porphyrins. 
0,1723 Substanz (i. V.): 0,4382 CO,, 0,1010 H,O, 0,0022 ke, 0, 
— 0,89°/, Fe. 
C,,H,;0;N;. Ber. 71,82°/, C, 6,89°/, H 
Gef, 70,52 6,60 (auf aschefreie Su). 


stanz berechnet). 
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Eine ,gekoppelte* Nucleinsiure aus Pankreas. 
I. Mitteilung. 


Von 


Einar Hammarsten. 


Aus der physiologisch-chemischen Abteilung des Karolinischen Instituts zu Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Januar 1920.) 


Kine soeben erschienene Publikation in der Form einer 
vorlaufigen Mitteilung von R. Feulgen’) tiber eine zusammen- 
sesetzte Nucleinsiiure aus Pankreas zwingt mich, meine eige- 
nen Resultate auf demselben Gebiete zu verdéffentlichen. 

Feulgen konnte nach enzymatischer Digestion vom $-Pro- 
teide aus Pankreas eine Nucleinsiiure herstellen, die als Spal- 
tungsprodukte Phosphorsiure, Liivulinsiure, Furfurol, Thymin, 
Cytosin, Guanin und Adenin gab. Nach Digestion in alkalischer 
Lisung konnte ein Alkalisalz der Guanylsiure mit Natrium- 
acetat ausgefillt werden. Die Nucleinsiiure war rechtsdrehend. 
Infolge dieser Befunde nimmt Feulgen an, da seine Nuclein- 
siure eine molekulire Verbindung zwischen Guanylsdéure und 
Tetranucleotidsiure ist, und nennt sie ,Guanylnucleinsiure‘- 

Schon im Januar 1919 hatte ich eine ,,Guanylnuclein- 
siure“ (Feulgen) aus Pankreas isoliert und naher beschrieben. 
Die Resultate wurden im Januar desselben Jahres als Ma- 
nuskript den drei Sachkundigen fiir die Besetzung einer 
Laboratorstelle am hiesigen Institute zur 6ffentlichen Priifung 
vorgelegt. Dafi ich damals keine andere Publikation meiner 


') R. Feulgen, Diese Zeitschrift Bd. 107, S. 147 (1919). 
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Resultate vornahm, griindete sich auf meiner Abgeneigtheit. 
eine unvollstindige Untersuchung zu verdéffentlichen. 

Meine Resultate stimmen in der Hauptsache mit denen 
von Feulgen iiberein, und der Umstand, dafi wir offenbar 
ganz unabhingig voneinander auf verschiedenen Wegen gleich- 
artige Ergebnisse gefunden haben, ist fiir mich eine sehr eyr- 
freuliche Bekraftigung. 

Um ein Mifbverstaindnis zu vermeiden, will ich zuersi 
eine ganz kurze Zusammenfassung der wichtigsten meiner 
Resultate geben, wie sie im Januar 1919 vorlagen. 

Die Methode zur Gewinnung der von mir untersuchte) 
Nucleinsiure war in derselben Form, wie sie unten beschrieben 
ist, ausgearbeitet. Die Calcium- und Natriumsalze und dic 
entsprechende freie Siéiure waren analysiert worden. Den 


Quotienten — hatte ich in dem Ca-Salze zu 1,9 bestimmt. 


Nach der Hydrolyse waren Guanin, Adenin, Thymin (?), Cy- 
Guanin 
Adenin 


tosin und Pentose nachgewiesen. Der Quotient war 


= ungefihr 3 gefunden. 

Nach Erwarmung sowohl einer neutralen als einer alka- 
lischen Lésung des Alkalisalzes der Nucleinsiiure fiel, nach 
Erkalten, bei neutraler Reaktion das Alkalisalz einer Nuclein- 
siure aus, die als Guanylsiiure identifiziert worden war. In 
der Lisung befand sich eine Nucleinsiure, die ich nicht niiher 
hatte charakterisieren kénnen. Durch Bestimmung der An- 
derungen in Wasserstoffionenkonzentration, Leitwiderstand und 
Gefrierpunkt bei Erwiirmung mit Kaliumhydratlisung war 
gezeigt, dafi} saure Affinitaiten hierbei entstanden waren, d. h. 
dai eine Hydrolyse eingetreten war. 

{m $-Proteid aus Pankreas (gewonnen nach O. Ham- 

Guanin 


marsten) war der Quotient — -= ungefihr 3 gefunden. 
) Y Adenin 8 ” 


Im folgenden sind diese Resultate (im Jahre 1918 ge- 
sammelt) mit denen, die spaiter gewonnen sind, zusammen- 
gestellt. 
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Der vorliegenden Arbeit lag zuerst der Gedanke zu Grunde, 
natiirliche Eiweifs-Nucleinsiureverbindungen (Nucleoproteide, 
Nucleine) aus Pankreas zu isolieren und zu fraktionieren, um 
dann die Nucleinsiiuren aus den verschiedenen Fraktionen 
darzustellen. Es war dies das schon von mehreren Forschern 
geiibte Suchen nach einer dritten ,,einfachen“ Nucleinsiure 
vom Typus der Guanyl- und Inosinsiuren. 


Zu diesem Zwecke wurde ,,Trockenpankreas“ mit ganz 
schwacher Salzsiiure (0,06 n) in der Kalte extrahiert und aus 
dem Ungelésten die vermuteten ,Nucleine* mit Alkali bei 0° 
in Lésung gebracht und mit Salzsiure gefillt. Die Fallung 
wurde durch Auflésung und Fallung gereinigt und mit Alkohol 
und Ather getrocknet. Das Priparat liste sich vollkommen 
klar in Alkali schon bei schwach saurer Reaktion. Eine neu- 
trale Lésung des Priiparates in Alkali nenne ich der Kiirze 
wegen Nucleinlésung. 


Langwierige Versuche, durch Aussalzungen der Nuclein- 
lisung mit verschiedenen Neutralsalzen konstante Fraktionen 
zu bekommen, gaben indessen kein befriedigendes Resultat. 
Die héchsten Fraktionen mit Ammoniumsulfat zeigten doch 
etwas von Interesse. Von etwa 80°/,iger Sittigung mit 


| diesem Salze bis zur vollstindigen Sittigung fiel eine Substanz 


aus, die im Wasser leicht léslich war und von Sauren gefillt 
wurde. Sie gab keine Biuretreaktion, hatte (lufttrocken) einen 
hohen Phosphorgehalt (7,3°/,) und gab nach Hydrolyse mit 
Schwefelsiiure starke Reaktionen auf Purinbasen. Eine Spal- 
tung Nucleinsiure-Eiweifverbindungen war also herbeigefiihrt 
entweder durch die Salzsiiure oder durch das Ammoniumsulfat. 
Die Nucleinsiure wurde nicht niher untersucht. Die Aus- 
heute war sehr schlecht, und inzwischen hatte ich gefunden, 
dah eine Nucleinsiure sich direkt aus der neutralen Nuclein- 
lésung in reichlicher Menge durch Ausfallung mit Calcium- 
chlorid isolieren lief. Dieses schwerlésliche Calciumsalz der 
Nucleinsiiure wurde auf verschiedene Weise gereinigt (s. u.) 
und daraus die freie Siure und ein Calcium-Natriumsalz her- 
gestellt. Die drei Priiparate zeigten alle einen Quotienten 
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: = 1,88. Fiir die ,,ideelle’‘ Tetranucleotidséure ist ja der 


Quotient : = 1,69 und fiir die Guanylsiiure = 2,26. Fiir eine 
Verbindung zwischen 2 Mol. Guanylséure mit 1 Mol. Tetra- 
nucleotidsiiure berechnet sich der Quotient = 1,88. 

Bei Erwirmung der Lésung des Alkalisalzes der Nuclein- 
siiure mit 1°/, iger Natronlauge stieg die [H|-Konzentration und 
der el. Leitwiderstand der Lésung, wiahrend der Gefrierpunkt 
unveriindert blieb, sichere Zeichen also einer Hydrolyse mit 
Kntstehung saurer Gruppen. Beim Neutralisieren der Hydro- 
lysenfliissigkeit fiel eine Substanz aus, die als Guanylsiiure 
identifiziert werden konnte. 

Aus den hier kurz zusammengefafiten Resultaten geht 
mit Wahrscheinlichkeit hervor, daf} die von mir untersuchte 
Substanz aus Guanylséure und Tetranucleotidsiure, durch 
wirkliche chemische Bindung miteinander vereinigt, besteht. 
Méglicherweise sind hier 2 Mol. Guanylsiiure an 1 Mol. Tetra- 
nucleotidsiure gebunden. 

Jine eingehende Beschreibung der Versuche folgt unten. 


Experimenteller Teil. 


Pankreasdriisen von Rind wurden in situ  unmittelbar 
nach dem Schlachten via Art. pancreatica mit physiologischer 
Kochsalzlésung durchspiilt, um den gréften Teil des Blutes 
zu entfernen. Die Driisen wurden dann in einen Topf, der 
in einem Eimer mit Kiltemischung steckte, gelegt. Nach 
der Heimkehr wurden die Driisen von Fett und Lymphgewebe 
pripariert, zu einem Brei gemahlen und in 96 °/,igen Alkohol 
eingelegt. 

Der Alkohol wurde nach einer Stunde abgepreBt und die 
Masse aufs neue mit 96°/,igem Alkohol versetzt. In dieser 
Weise wurde die Driisenmasse noch dreimal (nach 3, 12 und 
24 Stunden) mit 96°/,igem Alkohol extrahiert. Dann wurde 
mit Ather zweimal behandelt, die Masse an der Luft getrocknet 
und durch eine Scheuermiihle getrieben. Die Alkohol-Ather- 
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hehandlung ist notwendig, um spiiter filtrierbare Extrakte mit 
Natronlauge zu bekommen. 600 g von dem staubenden grau- 
weifien Pulver wurden unter Umriihrung mit 41 0,06 n. Salz- 
siure 24 Stunden bei +6° extrahiert, das Ungeléste zu einem 
festen Kuchen gepreft, mit 11 Wasser ausgeriihrt und aufs 
neue von Fliissigkeit scharf abgepreft. Die feste Masse wurde 
mit 21 Wasser von 0° angerieben und dann unter Kiihlung 
des Extraktionsgefiibes und Umriihrung nullgradige 0,06 n. 
Natronlauge in kleinen Portionen zugesetzt. Hierbei wurde 
genau eingehalten, dali die Temperatur niemals iiber +0,5° 
stieg, und daf} die Mischung im Extraktionsgefaif unmittelbar 
nach jedem Alkalizusatz nicht mehr als schwach blauviolette 
larbenreaktion mit neutralem Azolithminpapier gab. (Diese 
war ungefahr dieselbe Reaktion, die von einem Gemenge aus 
3 Teilen 0,1 n primarem und 7 Teilen 0,1 n. sekundirem Phos- 
phate gegeben wird.) Wihrend 4 Stunden wurden in allem 
4400 com 0,06 n. Natronlauge zugesetzt. Die Fliissigkeit, die 
dann neutrale Reaktion zeigte, wurde durch dichte Leinwand 
abgeseiht. Das Filtrat war stark getriibt, von braungelber 
Farbe. Es wurde sofort auf doppelt gefaltete Filtra gegossen. 
Die Filtrierung wurde im Kialteraum bei 0° vorgenommen. 
Die Filtra wurden jeden Tag mit neuen vertauscht; auf diese 
Weise konnte das ganze Extrakt in 72 Stunden filtriert werden. 
Das Filtrat war strohgelb und fast ganz klar, hatte aber 
eine geringe nebelige Fillung abgesetzt. Diese wurde durch 
nochmalige Filtrierung in wenigen Minuten entfernt. Das 
villig klare Filtrat, das keinen faulen oder dumpfen Geruch 
hatte, wurde mit 20 g 10°/,iger Salzsiure pro Liter versetzt. 
Hierbei entstand eine reichliche grobflockige weile Fiallung, 
die abzentrifugiert und in der Zentrifuge mehrmals mit 1°/,iger 
Kssigsaure gewaschen wurde. Der Bodensatz wurde dann mit 
einem Liter nullgradigem Wasser angeriihrt und mit schwacher 
Natronlauge bis zur neutralen Reaktion versetzt. Die etwas 
tribe Fliissigkeit wurde nochmals bei 0° filtriert, das ganz 
klare Filtrat mit 20 g 10°/,iger Salzsiure gefillt, der Boden- 
satz mehrmals mit 1°/,iger Essigsiure und dann sechsmal mit 


96°/,igem Alkohol in der Zentrifuge gewaschen. Zuletzt 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CIX. 10 
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wurde zweimal mit absolutem Alkohol und dann mehrmals 
mit Ather angerieben und jedesmal scharf abgenutscht. Ap 
der Luft getrocknet hatte das Priiparat eine fast rein wei(e 
Farbe. Es war scheinbar nicht hygroskopisch, in Wasser 
nicht, in Alkalien dagegen leicht, und schon bei saurer fe- 
aktion, léslich. Kine 2°/,ige Lésung war védllig klar, yoy 
gelblicher Farbe und wurde von KEssigsiure, Salzsiiure und 
Calciumchloridlésung grobflockig gefiillt. 

Das Priiparat (der Kiirze wegen im folgenden Nuclein 
genannt) zeigte bei Zimmertemperatur keine Trypsinwirkung, 
was dadurch bewiesen wurde, dai die formoltitrierbare Stick- 
stoffmenge in einer Lisung des Praparates, wihrend 24 Stun- 
den bei 20° gehalten, keine Anderung erwies. 

Die Vernichtung des Trypsins wird durch die 0,06 n. Salz- 
siiure auf Trockenpankreas erreicht, was durch folgende Ver- 
suche gezeigt wird. 

'Tabelle I. 


Zeit: 2 24 Stunden. 











'Trocken- ache : ; 

ve pankreas Fibrin Fliissigkeit N. im Filtrate 
g g com mg 
1 0,5 10 150 Wasser 51,6 
2 0,5 — 150 0,06 n, Salzsiiure 8,5 
3 10 150 0,06. : 9,8 
4 0,5 10 150 0,06. ‘ 19,1 
5 0,5 — 150 0,06 .. 23,0 
6 0,5 _ 150 0,06, 7 21,0 
7 0,5 10 150 Wasser 542,0 














Nach 24stiindigem Stehen (Nr. 1—6 bei +6°, Nr. 7 
bei +37°) wurden Nr. 2—6 mit Natronlauge neutralisiert. 
Zu Nr. 1 und 7 wurde dieselbe Menge Kochsalz, wie die 
in den anderen Proben gebildete, zugesetzt. Alle Proben wur- 
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den genau zu derselben Reaktion gegen Lakmus gebracht. 
Nr. 1—4 und 7 wurden aufgekocht, 5 Minuten im Sieden 
gehalten, abgekiihlt und mit Wasser auf 200 cem gebracht. 
Nach 24stiindigem Stehen bei +6° wurden diese Proben fil- 
triert’ und der Stickstoff bestimmt. Nr. 5 und 6 wurden 
nach den ersten 24 Stunden neutralisiert, mit 10 g Fibrin 
versetzt und 24 Stunden bei resp. +37° und +6 weiter 
digeriert, dann 5 Minuten gekocht, auf 200 ccm mit Wasser 
gebracht, filtriert und der Stickstoff in den Filtraten bestimmt. 
Die erhaltenen Stickstoffwerte sind natiirlich nur als ungefihre 
zu beurteilen. 

T'rockenpankreas, Fibrin und Salzsiiure gaben 19 mg Stick- 
stoff. Der Wert Nr. 2 + Nr. 3 = 18 stimmte damit gut iiberein. 
Hier hatte keine Trypsinwirkung stattfinden kénnen, und der 
Stickstoff stammte von direkt wasserléslichen stickstoffhaltigen 
Verbindungen. In Nr. 1 wurden 52 mg N erhalten, also 
waren ungefahr 30 mg durch Trypsinwirkung in Lésung ge- 
bracht. Nr. 5 und 6 zeigten deutlich, dafi die Trypsinwirkung 
nach Salzsiiurebehandlung aufgehoben war. Von den gefun- 
denen Stickstoffmengen kamen hier nur 2—4 mg auf die 
Rechnung der Digestion, Mengen, die sicher innerhalb der 
Fehlergrenzen lagen. Auf der Digestion kamen in Nr. 7 un- 
gefihr 320 mg, was im Vergleiche damit, daf} keine Differenz 
zwischen den Stickstoffwerten in Nr. 5 und 6 erhalten wurde, 
sicher bewies, dafi die 24stiindige Einwirkung der 0,06 n. 
Salzsiure bei + 6° das Trypsin véllig vernichtet hatte. 

Bei der Filtrierung des mit Natronlauge bereiteten Ex- 
traktes (S. 145) aus Trockenpankreas wurden Formoltitrierungen 
alle 12 Stunden im Filtrate vorgenommen. In simtlichen 
Proben wurde ganz derselbe Wert erhalten. Dies zeigt, dafi 
keine Lésung von Peptidbindungen stattgefunden hatte. Durch 
die Vorsichtsmafiregeln, die ich bei der Bereitung von Trocken- 
pankreas getroffen habe, glaube ich die Gefahr der Autodigeastion 
in der Driise auf ein Minimum reduziert zu haben. Durch 
die Behandlung mit Salzsiiure wurde das Trypsin zerstért, und 
das Nuclein, das von aktivem Trypsin frei war, kann kein 
enzyimatisches Digestionsprodukt sein. 
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Im Nuclein (lufttrocken) wurden Stickstoff und Phosphor 
bestimmt. Gefunden: 17,09°/, N; 5,61°/, P. 

Kin Teil (1) von demselben Priéparat wurde in Natron- 
lauge, ein anderer Teil (Il) in Ammoniak gelést. Die Liésungen 
wurden mit Salzsiure in etwaigem Uberschusse gefallt, die 

Fiillungen mit Wasser gewaschen und mit Alkohol und Ather 
setrocknet. Gefunden: I, 17,09°/, N; 4,69°/, P. IL. 17,07°/, 
N; 5,15°/, P 

Auch in Praiparaten von verschiedenen Herstellungen (mit 
derselben Methodik) variierte der Phosphorgehalt zwischen 
4 und 5°/,. Der Stickstoffgehalt dagegen war konstant. Da 
jener in Nucleoproteiden und Nucleinsiuren grofie Differenz 
zeigt, dieser eine bedeutend kleinere, war es wahrscheinlich, 
da das Priparat aus einem Gemenge eiweifireicher und eiweifi- 
armer Nucleine oder sogar eiweififreier Nucleinsiiuren bestand. 

Kine neutrale 2°/,ige Nucleinlésung in Natronlauge gab 
sehr starke Biuretreaktion mit blauvioletter Farbe und wurde 
unvollstiindig von Essigsiure, Salzsiiure und salzsaurem Al- 
kohol gefallt. Ammoniumsulfat fallte bei 25°/, iger Sattigung. 
Die Fallung nahm bis zu vollstiindiger Sittigung zu. Calcium- 
chlorid- und Baryumchloridlésungen erzeugten starke Fillung. 

Die Fallbarkeit mit CaCl,-Lésung wurde niiher unter- 
sucht. Es zeigte sich, daB in einer 2°/,igen Nucleinlésung 
maximale Fallung nach Zusatz von CaCl, bis 0,5°/, erreicht 
wurde. 23°/, von der totalen Stickstoffmenge waren dann 
ausgefallt. Zusatz von mehr Calciumchloridlésung (bis zu 5°), 
CaCl, in Liésung) bewirkte keine weitere Fallung. 

Es war fiir die Fallbarkeit gleichgiiltig, ob die Nuclein- 
lisung schwach sauer oder schwach alkalisch reagierte. Die 
Kalkfaillung (im folgenden A. genannt) wurde mit Wasser 
mehrmals gewaschen und dann mit Alkohol wiederholt ange- 
rieben und abgenutscht, bis 50 cem des Filtrates nach Ver- 
dunstung des Alkohols keine Reaktion mehr auf Ca” oder ‘CI 
gab. 0,5 g von dem lufttrockenen Priparat A. wurde ver- 
glimmt und der Riickstand mit Salpetersiiure extrahiert. Das 
Filtrat gab keine Spur einer ‘Cl-Reaktion, enthielt aber reich- 
liche Mengen Ca’. 
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Eine neutrale Nucleinlésung in Ammoniak wurde mit 
Calciumchloridlésung gefallt und die Fallung wie oben ge- 
waschen und getrocknet. 1 g des Praiparates wurde in 25 ccm 
einer 4°/,igen Sodalésung gelést und der Ammoniakstickstoff 
nach Folin bestimmt. Gefunden: 0,9 mg N. 

Wenn A. mit Wasser angerieben wurde, reagierte die 
Flissigkeit neutral gegen Lackmus, und durch Zusatz von 
1 Tropfen 0,1 n. Natronlauge zu 10 ccm wurde die Reaktion 
deutlich alkalisch. 

Aus den Filtraten der Kalkfillungen wurde mit Alkohol 
ein Niederschlag erhalten, der sich ebenfalls wie ein neutrales 
Calciumsalz verhielt. Von dieser Substanz (Restsubstanz) wird 
in einer zweiten Mitteilung die Rede sein. 

-Neutrale Natrium- und Ammoniumsalze von dem Nuclein 
gaben also mit CaCl, (BaCl, verhielt sich ebenso) eine dop- 
pelte Umsetzung unter Bildung von neutralen Calciumsalzen 
und Natriumchlorid resp. Ammoniumchlorid. Die Substanz A. 
léste sich leicht in 1°/,iger Natronlauge. Diese Lésung gab 
noch eine schwache Biuretreaktion. A. wurde mit 2°/,iger 
Essigsiure mehrmals angerieben und in der Zentrifuge ge- 
waschen. Reichliche Mengen Calciumacetat gingen in Lésung, 
aber es gelang nicht, in dieser Weise allen Kalk zu entfernen. 
Wenn A. mit 2°/,iger Essigsiure dreimal extrahiert war, 
liste es sich doch vollstindig in Natronlauge bei neutraler 
teaktion. Diese Lésung wurde mit CaCl,-Lésung gefillt, 
die Fiallung vielmals mit 1°/,iger CaCl,-Lésung in der Zen- 
trifuge gewaschen. Der Bodensatz gab nun, in Natronlauge 
gelést, nicht die Spur einer Biuretreaktion. Jetzt wurde durch 
Waschen mit 96°/,igem Alkohol das Calciumchlorid véllig 
entfernt und nach Atherbehandlung an der Luft getrocknet. 
Das Priparat (A,) wurde teils zur Analyse gebraucht, teils 
weiter gereinigt. Aus A, wurde durch Extraktion mit Essig- 
siure, Lésung in Natronlauge und Fillung mit Calciumchlorid- 
lésung (hierbei wurden 93°/, des Stickstoffes gefallt) zwei 
Priiparate (A, und A,) gewonnen (resp. drei- und viermal mit 
CaCl, gefallt), Ein Teil von A, wurde nach Essigsiure- 
behandlung in Natronlauge bei neutraler Reaktion gelist und 
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mit 2 Vol. Alkohol, der 0,2°/, Salzsiure enthielt, go- 
fallt. Die Fallung wurde rasch abzentrifugiert, mit Wassey a 
zweimal und dann mehrmals mit Alkohol gewaschen. Nach 
Atherbehandlung wurde an der Luft getrocknet. Das Pri- 
parat (B,) wurde teils zur Analyse gebraucht, teils weiter N 
gereinigt. Durch zweimalige Auflésung und Fallung mit. salz- 

saurem Alkohol wurde ein Priparat (Be) gewonnen. Das 

Calciumsalz der Nucleinsiiure liste sich leicht in Kochsalz- 

lisung. Hin Teil von A, wurde mit 10°/,iger Kochsalzlisune 

angeriihrt. Die Liésung wurde von einem sehr unbedeutenden 

dunkelgefiirbten Rest abfiltriert und dann mit 4 Vol. 

Alkohol gefillt. Die Fillung wurde mehrmals mit Alkoho! 

gewaschen, dann mit Ather behandelt und an der Luft ge- 

trocknet. Das rein weifie Pulver wurde in Wasser klar gelist 

und nochmals mit Alkohol gefillt, mit 96°/,igem Alkohol und 

Ather gewaschen und an der Luft getrocknet. Das Priiparat 

wird €. genannt. 

Ks waren also die aus Tabelle II ersichtlichen Priiparate 
gewonnen. 

50 g Nuclein wurden mit 5°/,iger Schwefelsiiure wiihrend 
5 Stunden in strémendem Wasserdampf von 100° hydrolysiert. 
Die Fliissigkeit wurde filtriert, der Gehalt an Schwefelsiiure 
im Filtrat mit Ammoniak bis auf 1°/, abgestumpft, noch heit 
mit Ammoniumsulfat gesittigt und von abgeschiedenen dunke!- 
gefiirbten Albumosen filtriert. Diese wurden in heifier 1°/, iger 
Schwefelsiiure gelést, die Lisung mit Ammoniumsulfat ge- 
siittigt und filtriert. Die beiden Viltrate wurden vereinigt. 

Durch direkte Versuche habe ich mich davon iiberzeugt. 
da®i die Purinbasen aus einer eiweifhaltigen Hydrolysenfliissig- 
keit in dieser Weise quantitativ in den Filtraten bleiben, und 
dafi sie daraus nach Verdiinnung mit dem gleichen Volumen 
Wasser vollstiindig mit ammoniakalischer Silberlésung gefillt 
werden. 

Die Filtrate waren licht strohgelb. Sie wurden mit Wasser 
verdiinnt, stark ammoniakalisch gemacht und mit ammoniaka- 
lischer Silberlésung gefiillt. Die Silberfallung wurde abgenutscht, 
gewaschen und daraus die Purinbasen in iiblicher Weise frak- 
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tioniert. Das Guanin, zweimal mit Ammoniak gefillt, wurde 
aus seiner Lésung in Natronlauge mit Essigsiure gefallt. Das 
Adeninpikrat wurde zweimal aus der Liésung in Natronlauge 
durch Zusatz der berechneten Menge Salzsiiure ausgeschieden, 
Aus dem Filtrate der ersten Fillung des Adenins als Pikrat 
blieb eine so iiufserst geringe Menge Purinbasen zuriick, daf 
Xantin und Hypoxantin nicht vorhanden sein konnten. Die 
Priparate wurden, iiber Schwefelsiure bei Zimmertemperatur 
getrocknet, analysiert. 

Guanin: 0,0476 g entsprachen 21,98 ccm n/14,01 Thiosulfatlisung 
(Kjeldahl). 

N, gefunden 46,18°/,; berechnet 46,36°/,. 

Adeninpikrat: 0,8950 g wurden in Alkali gelist, die Lisung mit 
Schwefelsiiure sauer gemacht und die Pikrinsiure vollstindig mit Athe 
ausgeschiittelt, der Ather mit Wasser geschiittelt und in Zehuteln der 
wiifrigen Ausziige der Stickstoff bestimmt. Sie entsprachen 7,60; 7.59: 
7,60 cem n/14,01 Thiosulfatlisung (Kjeldahl). 

N, gefunden 19,24°/,; berechnet (auf Adenin) 19,24°/,. 

Das Priiparat schmolz (Bloc. Maq.) in 5 Sekunden bei 280°. 

30 g von A, wurden wie oben mit 5°/,iger Schwefelsiiure 
hydrolysiert, die Flissigkeit filtriert und mit Ather extrahiert. 
Aus dem Atherauszuge konnte Livulinséiure in geringer Menge 
als Silbersalz isoliert werden. 

0,1769 g gaben 0,0113 g AgCl. 

Ag, gefunden 48,08°/,; berechnet 48,43 °/,. 

Der Rest der Hydrolysenfliissigkeit wurde in_iiblicher 
Weise auf Purin- und Pyrimidinbasen untersucht. Guanin, 
Adenin- und Cytosinpikrat wurden isoliert. Die Thyminfraktion 
ging verloren. Doch wurden aus dem Atherauszug (s. oben) 
typische Thyminkristalle erhalten (mikroskopischer Nachweis), 
und A, wie auch B und C gaben beim Erhitzen kristallinische 
Sublimate, die in Alkohol und Wasser lislich waren. 

Guanin, in Natronlauge zweimal gelést und mit Essigsiure gefillt, 
iiber Schwefelsiiure im Vakuum bei Zimmertemperatnr getrocknet: 0,0261 2 
entsprachen 12,09 ccm n/14,01 Thiosulfatlésung (Kjeldah]). 

N, gefunden 46,32°/,; berechnet 46,36 °/,. 

Adeninpikrat (einmal umkristallisiert, wie oben getrocknet): aus 
0,4731 g wurde wie oben die Pikrinsiiure entfernt und in Zehnteln der 


Lisung der Stickstoff nach Kjeldahl! bestimmt. Zwei Portionen ent- 
sprachen 9,05 und 9,10 ccm n/14,01 Thiosulfatlésung. 
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N, gefunden 19,18°/,; berechnet (auf Adenin) 19,24°/). 

Das Priparat schmolz auf Bloc. Maq. in 5 Sekunden bei 281°. 

Cytosinpikrat (einmal umkristallisiert, wie die vorigen Praparate 
getrocknet): 0,1008 g gaben 0,1295 g CO, und 0,0223 g H,O (Dennstedt); 
0,0469 g entsprachen (nach Ausschiitteln der Pikrinsaéure) 5,75 ccm n/14,01 
Thiosulfatlisung (Kjeldahl). 


a A Gefunden Berechnet 
C 35,05 35,26 
H 2,48 2,37 
N‘) 12,26 12,36. 


Ungefihr 4 g von A, wurden in Natronlauge gelést und 
in einer Probe der Stickstoff bestimmt. Der totale Stickstoff- 
gehalt war = 763,5 mg. Die Lésung wurde neutralisiert und 
mit 5°/,iger Schwefelsiure in 100°/,igem Wasserdampf 5 Stun- 
den hydrolysiert. Nach Neutralisieren wurde filtriert und mit 
ammoniakalischer Silberlésung gefallt. Die Fallung wurde ge- 
waschen und mit Salzsiure zersetzt. Nach nochmaliger Fallung 
und Zersetzung wurde das salzsaure Filtrat unter Zusatz von 
Wasser dreimal im Vakuum zur Trockne gebracht. Der Riickstand 
wurde in heifjem Wasser gelést und die warme Liésung (150 ecm) 
mit Ammoniak bis auf 3°/, versetzt. Nach 24stiindigem Stehen 
im geschlossenen Gefaéif} wurde vom Guanin abfiltriert, dieses 
mit 3X 10 cem 3°/,igem Ammoniak gewaschen und in Natron- 
lauge gelést. Die Lésung wurde mit Schwefelsiiure sauer 
gemacht und das Guanin mit ammoniakalischer Silberlésung 
gefallt (Guaninfraktion). Filtrat und Waschammoniak von der 
Fallung des Guanins mit 3°/,igem Ammoniak (180 ecm) wur- 
den mit ammoniakalischer Silberlésung gefallt (Adeninfraktion). 

Die beiden Silberfaillungen wurden mit Salzsiure zersetzt 
und aus jedem Filtrate zwei Proben genommen. Aus der 
Guaninlésung (800 cem) 210 cem und aus der Adeninlésung 
(100 com) 2*10cem. Die vier Proben wurden mit ammo- 
niakalischer Silberlésung gefillt, die Fallungen mit 10 «5 cem 
1°/,igem Ammoniak gewaschen, in Wasser suspendiert und, 
nach Zusatz von Natriumkarbonat, der Ammoniakstickstoff 
nach Folin vollstindig ausgetrieben. In den Riickstinden 
wurde der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt. Die Proben 


*) Auf Cytosin berechnet. 
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der Guaninfraktion entsprachen 13,15 und 15,19 cem, die der 
Adeninfraktion 14,72 und 14,66 ccm n/14,01 Thiosulfatlésung., 
Nach Wulff?) lésen 100 emm 3°/,iger Ammoniak 0,015 ¢ 
Guanin. Kine entsprechende Korrektion fiir das im Filtrate 
der ersten Guaninfillung in der Lésung gebliebene Guanin 
war deshalb notwendig. In den 180 ccm miiften nach Wul ff 
2,52 mg Stickstoff als Guanin vorhanden gewesen sein. Von 
den 763,5 mg Stickstoff waren also 407,6 mg als Guanin und 


; . _, Guanin 
134.4 mg als Adenin gefunden. Der Quotient - war dem- 
Adenin 
08782  ,. er eis - 
nach 0.9899 = 3,39. Die in den Purinbasen gebundene Stick- 
sods 


stoffmenge (541 mg) entsprach ungefaéhr 71°/, der totalen 
Stickstoffmenge (763,5 mg). Natiirlich kénnen die gefundenen 
Werte fiir Guanin und Adenin keineswegs als genaue betrachtet 
werden. Sie geben doch eine ungefihre Vorstellung iiber das 
Verhiiltnis zwischen Guanin und Adenin, was durch direkte 
Versuche bestatigt werden konnte. 

Guanin und Adenin (bei Analyse resp. 46,20 und 51,86°), N 
| K jeldahI] gefunden) wurden jedes fiir sich mit Schwefelsiiure 
in Lésung gebracht. Die Guaninlésung enthielt in allem 40,07 mg 
N: die Adeninlésung 29,0 mg. Die Lésungen wurden vereinigt, 
mit Schwefelsiiure bis 5°/, versetzt und 5 Stunden in 100°/, igem 
Wasserdampf gewiirmt, dann Guanin und Adenin wie oben 
beschrieben nach Ausfillung als Silberverbindungen usw. ge- 
trennt. 


Gefunden: 38,07 mg Guanin-N und 26,14 mg Adenin-N. 


Guanin  0,0821 1.62 
= —= £005 

Adenin = 0,0504 , 
0,0864 


0.0559 > 1,55; Verluste — 7°/, des totalen N. 
9 eye)e 


Berechnet: 


Es wurde eine Mehrzahl Fraktionierungen der Purinbasen 
in verschiedenen Priiparaten ausgefiihrt. Der Analysengang 
war ganz derselbe, der oben beschrieben ist. Versuche wur- 
den auch gemacht, das Verhialtnis zwischen Guanin und Adenin 


1) C. Wulff, Beitriige zur Kenntnis der Nucleinsiiure, Diese Zeitschr. 
Bd. 17, 8. 505 (1892). 
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in O. Hammarstens $-Proteid und in Umbers') Proteid 
zu bestimmen. Die Silberverbindungen der Purinbasen aus 
diesen Substanzen wurden aus der mit Ammoniumsulfat ge- 
sittigten Hydrolysenfliissigkeit gefallt. 

Der totale Gehalt an Basenstickstoff wurde auch direkt 
bestimmt. Dabei wurde, wie friiher angegeben, hydrolysiert, 
die Silberverbindungen der Purinbasen ausgefallt, die Fillungen 
gewaschen, mit Salzsiiure zersetzt, das Filtrat dreimal im 
Vakuum zur Trockne gebracht, der Riickstand in Wasser ge- 
jist, nochmals mit Silber aus ammoniakalischer Lésung gefallt, 
die Fallung mit 1°/,igem Ammoniak gewaschen, in Sodalésung 
suspendiert, aller Ammoniakstickstoff nach F olin ausgetrieben 
und im Riickstand der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt 
s, Tab. ITD. 

10 g von B, (8. 150) wurden nach Steudel mit Salpeter- 
siiure (20 cem) von spez. Gewicht 1,02 bei 0° versetzt. Nach 
sechstiigigem Stehen bei 0° wurden die Purinbasen in iiblicher 
Weise fraktioniert. Das Adenin wurde zweimal mit Am- 
moniak von Guanin gereinigt. Das Guanin und das Adenin- 
pikrat wurden nur einmal gefallt und nicht weiter gereinigt, 
dann iiber Schwefelsiure im Vakuum bei Zimmertemperatur 
getrocknet. 

Gefunden: Guanin 1.2087 g (ohne Korr. fiir das in der ammoniaka 
lischen Mutterlauge geléste Guanin); Adeninpikrat 1,0894 g (0,4041 g 
Adenin entsprechend). 

Ungefiihr 4 g gaben 407,6 mg Guanin-N und 134,4 mg Adenin-N; 

0,8792 g Guanin, 0,2592 g Adenin. 
1.6828 g (231,7 mg Tot.-N) gaben 133,1 mg Guanin-N und 49,32 mg 
Adenin-N: 17,06 °/, Guanin, 5,65 °/, Adenin; Purinbasen-N = 
78.70 °/, des totalen N, 
1.1754 g (161,9 mg Tot.-N) gaben 99,19 mg Guanin-N und 31,94 mg 
Adenin-N: 18,22 °/, Guanin, 5,24 °/, Adenin; Purinbasen-N = 
81,0 °/, des totalen N. 
0,9866 g (135,9 mg Tot.-N) gaben 84,34 mg Guanin-N und 27,18 mg 
Adenin-N: 18,44 °/, Guanin, 5,31 °/, Adenin; Purinbasen-N = 
&2,06 °/, des totalen N. 


')} Umber F., Zeitschr. f. klinische Medizin Bd. 40, S. 464 (1900). 
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0,5584 g (76,89 mg Tot.-N) gaben 59,96 mg Purinbasen-N: 78,0 °). 
des totalen N. 

U,8351 g (115,0 mg ‘T'ot.-N) gaben 92,75 mg Purinbasen-N: 80,7 ° , 
des totalen N. 

0,6590 g (90,7 mg Tot.-N) gaben 73,86 mg Purinbasen-N: 81,4 ° 
des totalen N, 

0,4791 g (65,97 mg 'l'ot.-N) gaben 49,15 mg Purinbasen-N: 74,5 ° 
des totalen N. 


1,6757 g (236,1 mg Tot.-N) gaben 127,4 mg Guanin-N und 45,9 mg 
Adenin-N: 16,40 °/, Guanin, 5,28 °/, Adenin; Purinbasen-N 
73,4 °/, des totalen N. 

2,0481 g (288,6 mg Tot.-N) gaben 158,8 mg Guanin-N und 56,3 mg 
Adenin-N: 16,72 °/, Guanin, 5,30 °/, Adenin; Purinbasen-N 
74,5 °/, des totalen N. 

Kin Priparat des 3-Proteides gab 128,9 mg Guanin-N und 44,4 meg 

: i a : Guani : 
Adenin-N ; Guanin = 0,2781 g, Adenin = 0,0856 g. - ere = 3.85, 
Adenin 

Umbers Proteid gab: 217,1 mg Guanin-N und 88,2 mg Adenin-N; 

Guanin 9, 

———— == 2,75, 

Adenin 

In A, wurde der Gewichtsverlust beim Trocknen iiber P,0O, im 
Vakuum bei Zimmertemperatur bestimmt. Nach zwei Wochen Zeit war 
das Gewicht konstant und verblieb unverindert in sechs Monaten. 

1,7928 g verloren in sechs Monaten 0,2770 g = 15,45 °/, H,O. 


Guanin = 0,4683 g, Adenin = 0,1702 g. 


0,3678 zg wa = re ra 0,0571 s= 15,52 "lo 
0,2926 g -. zs # 2 0,0456 g= 15,58 "le 
mies. . 4 . 0,0281 g = 15,27 4, 


Bei Bestimmungen der Gehalte an Stickstoff, Phosphor, Pentose und 
Calcium in verschiedenen Praparaten wurden folgende Werte erhalten: 
A,. 

0,1076 g entsprachen 14,81 ccm n/14,01 Thiosulfatiésung (Kjeldah!) 
== 18,76 °, N. 

0,0981 g entsprachen 13,52 ccm n/14.01 Thiosulfatlésung (Kjeldah)) 
ax 19,76°%/, i. 

0,0714 g entsprachen 9,83 cem n/14,01 Thiosulfatlésung (Kjeldal!) 
ae 38,77 4, hh. 

0,2891 g gaben 0,0767 g Mg,P,O,') = 7,40 °%/, P. 

02717 ¢g , 90,0700 ¢g 716°), P. 

038106¢ ., 0,0820¢ 7,36 °/, P. 


ll 


1) Nach Schmelzen mit Kaliumhydrat und Kaliumnitrat und Fallung 
nach Woy, Chem, Ztg. Bd. 21, S. 442, 469 (1897). 
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2,5308 g gaben nach Destillation mit Salzsiure*) 0,5797 g Furfurol- 
phloroglucid = 23,17 °/, Pentose. 

,4624 g gaben (Schmelzen mit Kaliumhydrat, Fallung der Phosphor- 
siure nach der Acetatmethode*) und des Calciums als Oxalat) 
nach Gliihen des Calciumoxalates 0,0376 g CaO = 5,81°/, Ca. 

(),6464 g gaben nach entsprechender Behandlung 0,0523 g Ca0 = 
5,78 */, -Ca.*) 


0,0750 g entsprachen 11,19 cem n/14,01 Thiosulfatlisung (Kjeldahl) 
= 14,92, N, 

0,0664 g entsprachen 9,91 ccm n/14,01 Thiosulfatlésung (Kjeldahl) 
sz 14,98 */, JN. 

0,2810 g gaben 0,0791 g Mg.P,0, (Woy) 4,85 °/, P. 

027472 , 0,0769¢ , , = 7,80%, P. 


| 


0,0694 g entsprachen 10,24 com n/14,01 Thiosulfatlésung (Kjeldahl) 
=z 14,76°/, N. 

0,0843 g entsprachen 12,81 cem n/i4,01 Thiosulfatlésung (Kjeldahl) 
oo 15,20 fF N, 

0,0876 g entsprachen 13,09 cem n/14,01 Thiosulfatlésung (Kjeldah]) 
= 14,94°/, N. 

0,2382 g gaben 0,0676 g Mg,P.0O, (Woly) = 7,91 °/, P. 


O2771lg , 00,0792 ¢ . ee aS ee 
12080 ¢ , nach Destillation mit Salzsiure 0,3020 g Purfurol- 
phloroglucid = 25,50 °/, Pentose. 


0,0892 g entsprachen 12,45 com n/14,01 Thiosulfatlésung (Kjeldahl) 
a= 13,96 */, NN. 

0,0711 g entsprachen 10,13 ccm n/14,01 Thiosulfatlésung (Kjeldahl) 
oe 14.95%. Ni: 

0,2270 g gaben 28,0 com N (bei 739,0 mm Hg und 20°) (Dumas) 
=e 19,97°/, N. 

0,2998 g gaben 37,1 com N (bei 750,0 mm Hg und 21°) (Dumas) 
= $415, 


0,2455 g gaben 0,0675 g Mg,P.0, (Woy) = 7,66 °%/, P. 
03672¢ , 0,0979¢ : » Tar. 
0.3302 ¢ , 0,0888¢ P . == 7,50°%, P. 


11357 ¢  , nach Destillation mit Salzsiiure 0,2867 g¢ Furfurol- 
phloroglucid = 25,76 °/, Pentose. 


') Abderhalden, Handb. d. biochem. Arbeitsmeth, Bd. II, S 130, 

*) Treadwell, Kurzes Lehrbuch der Analytischen Chemie Bd, II. 
». 881 (1917). 

3) Die Calciumbestimmungen wurden an getrockneter Substanz 
(Ss. 156) ausgefiihrt. 
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Tabelle ILI, 























Ca 
in °/, 
é | auf ge-| Gua- _ | Purinbas.-N.] Pep. 
Prii- N P H,O ty ix . {tAdenin : ee ren 
ate Lin /, bin lin * rockn, | nin + Of in °/, tose 
parate /0 /0 /0 Sub- in o, /9 Ides totalen N. in o/ 
stanz be- 
stimmt 
A, 13,76] 7,40] 15,45 5,78 | 17,06] 5,65] 71,0; 78,7 
13,78] 7,18] 15,52 18,22] 5,24] 81,0; 82,1 
3,77] 7,386} 15,58 0,81 | 18,44} 5,31] 78,0; 80,7 
15,27 81,4; 74,5 
13,77] 7,31] 15,46 5,80 | 17,91] 5,40 78,4 23,17 
B, 14,92] 7,85 
14,92] 7,80 
14,92] 7,83 
Ks, 14,76] 7,91 
15,20] 7,97 
14.94 
14,96} 7,94 12,09] 4,04 25,50) 
C 13,96] 7,66 16,40] 5,28 73,4 
14,25] 7,48 
13,97] 7,50 16,72] 5,30 74,5 
14,18 
14,09] 7,58 16,56] 5,29 74,0 2,76 


























Khe ich zur Diskussion der gefundenen Werte gehe, mul) 
ich ausdriicklich hervorheben, daf} ich natiirlich keine Forme! 
der untersuchten Nucleinsiiure, nicht einmal mit Wahrschein- 
lichkeit, geben kann. Wenn ich trotzdem eine Forme! auf- 
stelle, will ich damit nur eine mégliche Gruppierung und ein 
Mengenverhiiltnis der Bestandteile angeben, das mit den ge- 
fundenen Werten sich einigermafen vereinigen lift. 

Das Verhiltnis zwischen Stickstoff und Phosphorsiure 
war konstant in den verschiedenen Priiparaten, was durchaus 
dafiir spricht, daf} eine einheitliche Substanz vorlag. Wie 


= 1,88 weder 


. iw 


° . aN 
schon hervorgehoben, stimmt der Quotient p 


ml 


sa 
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Tabelle LV. 

















fiat —- 1 
I P Adenin N 
A, 3,02 

3,48 
3,47 
1,88 3,32 1,68 
B, 1,90 
B 1,88 2,99 1,70 
t 3,11 
3.15 
1,87 3.13 1,88 
Mittel 1,88 3.15 | 1.74 








mit dem der gewohnlichen 'etranucleotidsiiure (1,69) oder mit 
dem eines Purin-Nucleotides (2,26), wihrend fiir eine Nuclein- 
siure mit 25 Atomen Stickstoff und 6 Atomen Phosphor der 


Quotient, sich zu 1,88 berechnen liBt. Die gefundenen Werte 


P 
fiir den Quotienten Guanin : Adenin sprachen mit Wahrschein- 
lichkeit dafiir, daf} im Molekiile der untersuchten Nucleinsiiure 
3 Mol. Guanin und 1 Mol. Adenin vorhanden waren. 


3 Mol. Guani 
(Ber 3 Mol. Guanin 


7, — <== : -s 6 f 
| Mol. Adenin 5,36) 


Etwa 75°/, des totalen N-gehaltes wurden als Purin- 
basenstickstoff gefunden. 3 Mol. Guanin und 1 Mol. Adenin 
geben, zusammen 20 Atome N. Geht man davon aus, dafi 
25 Atome N im Molekiile der untersuchten Nucleinsiiure 
vorhanden waren, wiirden 5 Atome in andersartiger Bindung 
stecken. Da Cytosin und Thymin (?) nachgewiesen waren, 
kénnten also die 5 restierenden Stickstoffatome (20°/, des 
totalen Stickstoffes) durch 1 Mol. Thymin und 1 Mol. Cytosin 
gedeckt werden. Die bis jetzt diskutierten Werte wiirden 
mit einer Verbindung zwischen 2 Mol. Guanylsiiure und 
1 Mol. Tetranucleotidsiiure iibereinstimmen kénnen. Mit 











a 
f 
4 


160 Einar Hammarsten, 


Mit Annahme der von Steudel aufgestellten und von Levene 
und Feulgen!') naher prizisierten, méglichen Formel (der 
ideellen Tetranucleotidsiure kénnte man folgende Projekte 

aufwerfen: 2 Mol. Guanylsiure durch Esterbindung zwischen 
Phosphorsiure und Kohlenhydrat mit 1 Mol. Tetranucleotid- 
siure vereinigt (I); oder eine Nucleinsiure, wie die vorige 

zusammengesetzt, nur mit dem Unterschiede, dafi alle Purin- 
basennucleotide als Kohlenhydrat Pentose enthalten und dic 
Pyrimidinbasennucleotide Hexose (II). 7 


Folgende Werte lassen sich dann fiir die 6-basischen 
Calciumsalze berechnen: 


Tabelle V. | 











Berechnet: In A,; die gefundenen Werte | 

auf getrocknete Sul- | 

] ul stanz berechnet : 
N °%, 16,63 | 16,57 16,29 
rs 884 | 881 8,65 
Ca %, 5,71 | 5,69 5,80 

D co ; 

— 0,957 | 1,71 1,68 








Die Berechnung wurde auf folgende Formeln gegriindet: 


6 Mol. Phosphorsiure 
4 Mol. (1) | 2 Mol. (1) 
% ‘ Mol, (1) Hexose (CoHleO.) + a (Ii) 
+. 3 Mol. Guanin + 1Mol. Adenin + 1 Mol.Thymin + 1 Mol. Cytosin 
+ 3 Atome Calcium; davon wurden 17 Mol. Wasser und 6 Atome 
Wasserstoff fiir die Bindungen abgezogen. 
Ber. Molekulargewicht: 2106,16 (1); 2114,16 (II). 


Pentose (C;H,,0,) 


Alle gefundenen Werte stimmen mit sowobl I wie mit I 
mit Ausnahme fiir die Pentosenwerte, die entschieden fiir dic 
Formel II sprechen. Die Furfuroldestillationsmethode zur 
Bestimmung von Pentosen ist allerdings rein konventionell, 


') R. Feulgen, Diese Zeitschr. Bd, 101, S, 288 (1918) 
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und auBerdem kénnen offenbar verschiedene Mengen Furfurol 
dabei auch von Hexosen gebildet werden’). 

Ich will nochmals hervorheben, daf ich ganz im klaren 
dariiber bin, dal} die obige Formelspekulation gar nicht hin- 
reichend experimentell begriindet ist. 

Wie schon mehrmals erwahnt, gibt die Substanz C, in 
alkalischer Lisung erwirmt, beim Neutralisieren mit Essig- 
siure eine flockige Fallung. Diese Fiallung erschien zuerst 
als eine dichte Opalescenz, um dann bei noch schwach alka- 
lischer Reaktion zu einem gelatinésen Brei zu werden. Nach 
24stiindigem Stehen in der Kalte wurde die Fillung abfiltriert, 
mit kaltem Wasser einige Male gewaschen, in Natronlauge 
gelést und die Lésung mit Essigsiure neutralisiert. Nach 
24 Stunden wurde filtriert und mit wenig kaltem Wasser 
gewaschen, dann in Wasser gelést und mit 2 Vol. Alkohol 
gefiillt und mit Alkohol und Ather getrocknet. 

In diesem Priparat (lufttrocken) wurden Stickstoff- und 
Phosphorbestimmungen ausgefiihrt. 


0,0492 ¢ entsprachen 6,96 cem n/14,01 Thiosulfatlésung (Kjeldahl) 


= 14,15°/, N. 
0,0586 g ‘. 8,41 com n/14,01 . 
— 14,359, N, 
0,2647 g gaben 0,0626 Z Mg, P, O, (Woy) os 6,59°/, P. 
0,4568g , 0,1087¢ Mg,P,O, , =6,63%, P. 
: = Pe = 2,16. Fiir Guanylsiiure ber. 2,26. 


0,5 g des Priiparates wurden mit Salpetersiure nach 
Steudel zersetzt. Guanin konnte in reichlicher Menge mit 
Ammoniak ausgefallt werden. In dem ammoniakalischen Fil- 
trate blieben nur Spuren von Purinbasen zuriick. Die Sub- 
stanz bestand offenbar aus einem Alkalisalz der Guanylsiure. 
Das Priiparat war leicht léslich in Wasser, und die wiafrige 
Lisung gab mit wenig Natriumacetat gelatinése Fallung; 
durch Zusatz von Essigsiure wurde sie in eine weiche Gallerte 
umgewandelt. Mit Calciumchlorid gab die Lésung in Wasser 
sofort eine feste Gallerte. 


') Steudel H., Diese Zeitschr, Bd. 56, 8S. 212. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. Cix. 11 
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Diese Verhiltnisse stimmen mit den Beobachtungen yop 
R. Feulgen’) iiber die Léslichkeit der Alkalisalze von Guany!- 
siure. Nach diesem Forscher ist das neutrale Alkalisalz dey 
Guanylsiiure in Wasser leicht léslich und wird nicht durch 
Kssigsiiure gefillt, aber in das gelatinierende saure Salz um- 
gewandelt. Weiter sind die Alkalisalze der Guanylsiiure jn 
Natriumacetatlésung schwer léslich, worauf Feulgen eine 
ausgezeichnete Methode, dic Guanylsiure zu isolieren, gegriindet 
hat. Die Schwerléslichkeit in Natriumacetat ist offenhbar dey 
Grund, weshalb guanylsaures Alkalisalz in meinen Versuchen 
beim Neutralisieren der alkalischen Hydrolysenfliissigkeit mit 
Essigsiiure ausfiel. 

Das erste Filtrat vom Alkalisalz der Guanylsiiure ent- 
hielt noch Guanylsaure, die mit Natriumacetat nach Feulgen 
ausgeschieden werden konnte. 

Die Resultate der Untersuchung iiber die in der Lisung 
bleibende Nucleinsiiure werde ich in einer zweiten Abhandlung 
mitteilen. 

Dem Prozel} bei Erwairmung mit 1°/,iger Natronlauge 
wurde unter Beobachtung der Anderungen in Wasserstoffionen- 
konzentration, Leitwiderstand und Gefrierpunkt gefolgt. 

In einer 4 °/, igen Lésung von C in 1°/, iger Natronlauge wur- 
den [H], »*) und Gefrierpunkt*) vor und nach Erwiirmung be- 
stimmt. Die Lisung wurde unmittelbar vor dem Versuche bereitet 
und dann wiihrend der Bestimmungen, der Erwiirmung und des 
Erkaltens mit peinlichster Sorgfalt mittels Natronkalkréhren vor 
der Luft-Kohlensiiure geschiitzt. In allen Versuchen wurden 
25 ccm 10 Minuten ein- oder mehrmals in siedendem Wasserbade 
erwirmt. Die Lésung blieb auch nach 3X10 Minuten Erhitzung 
absolut klar. Zu den Bestimmungen von [H] und w wurde 
immer eine und dieselbe Lisung gebraucht. Die Uberfiihrung 
der Lésung vom Erwirmungsgefif} in das Messungsgefiifi fiir 
elektrischen Widerstand und aus diesem in die Wasserstoffelek- 


*) R. Feulgen, Diese Zeitschr. Bd. 106, S. 249 (1919). 

*) Die direkt gefundenen Werte des Leitwiderstandes in Ohm und 
des Gefrierpunktes in Graden ohne Riicksicht auf die Widerstandskapazitit 
des Messungsgefifes und auf die Nulleinstellung des Thermometers. 
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trode geschah unter Abschluf der Luft-Kohlensiure. Die Gefrier- 
punktsbestimmungen konnten nicht in 1°/,iger Natronlauge aus- 
gefiihrt werden, weil bei der niederen Temperatur trotz der 
stark alkalischen Reaktion Fiallung eintrat. Diese Bestim- 
mungen wurden daher mit 4°/,igen Lésungen von C in 2°/,iger 
Natronlauge ausgefiihrt. Bei der Erwirmung trat jedoch eine 
sehr geringe dunkelgefarbte Fallung auf, weshalb die Resultate 
dieser Bestimmungen vielleicht etwas unsicher sind. 

Die Werte fiir » und den Gefrierpunkt sind die direkt 
beobachteten ohne Riicksicht auf die Eichung der Apparate, da 
ja nur die relativen Werte hier interessieren. 


(. 4°%,ige') Lisung in 1°%,iger Natronlauge: 


Tabelle VI. 











: {H] Gefrierpunkt 
= Normalitit | in Graden?*) 
vor der Erwirmung . .. . 173 8,20—14 2,468 
nach 24stiindig. Stehen bei 0° 173 8,20--14 — 
10 Min. Erwiirmung. . 217 1,81--18 2,469 
210 Min. Erwiirmung 217,9 2,21—18 2,460 
3x10 =, ‘ 220 2,29—13 ~- 











Mehrere Versuche, auch solche mit dem Priparate B,, 
wurden mit ganz gleichartigen Resultaten ausgefihrt. 

Das Alkalisalz der Guanylsiure (s. oben) wurde in 1°/,iger 
Natronlauge gelést und » und [H] vor und nach Erwaérmung 
bestimmt. 

Alkalisalz der Guanylsiure. 
4°/,ige Lésung in 1°/,iger Natronlauge: 


Tabelle VII. 

















z (H] 
vor der Erwirmung . 147 1,31-18 
nach 10 Min. Erwérmung 149 1,31—13 


1) Als ungefiihr 0,001 Mol. in Bezug auf Nucleinsiiure berechnet. 
*) 2°,ige Natronlauge. 
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Die Versuche (Tab. VI) zeigen, daf die Wasserstoffioney- 
konzentration durch Erwairmung der alkalischen Lésung stie. 
was mit Verschwinden von OH-Ionen gleich ist. Die Stej- 
gerung des Leitwiderstandes wird dann auch auf dem Ver- 
schwinden leichtbeweglicher OH-Ionen beruhen. Der Gefriery- 
punkt wurde durch Erwirmung nicht geindert, woraus man 
wohl den Schlufi ziehen mufi, dali auch die absolute Menge 
einer anderen [onenart sich vermehrt hatte. Die gefun- 
denen -, [H]- und Gefrierpunkt-Werte zeigten also in guter 
Ubereinstimmung darauf hin, daf} eine Hydrolyse stattge- 
funden hatte, wobei zwei oder mehrere Molekiile voneinandey 
getrennt wurden. 

Durch mehrfach variierte Versuche habe ich mich iiber- 
zeugt, dafj bei Erwairmung mit Natronlauge keine Phosphor- 
siiure abgespalten wurde. Dagegen konnte leicht nachgewiesen 
werden, daf} durch Erwiirmung einer Lisung von C in Wasser 
reichliche Mengen Phosphorsiiure abgespalten wurden, und dafi 
diese Spaltung durch sehr kleine Mengen Natronlauge ver- 
hindert werden konnte. 

Die Abspaltung von Phosphorsiure aus Nucleinsiiuren durch 
Krwirmung deren alkalischen Lisungen geht, wie Feulgen’) 
gezeigt hat, allmahlich vor sich. Wie Tab. VI zeigt, war 
die Hydrolyse jedenfalls nach 10 Minuten (wahrscheinlicli 
viel friiher) beendet. Dasselbe zeigt Tab. VII. Hier wurde 
das aus der Hydrolysenfliissigkeit isolierte Alkalisalz der 
Guanylsiure in 1 °/, iger Natronlauge erwirmt, ohne dafi Wasser- 
stoffionenkonzentration oder Leitwiderstand sich dinderten. 

Ich finde es sehr wahrscheinlich, daf durch die Hydro- 
lyse in alkalischer Lésung esterartige Bindungen zwischen 
zwei oder mehreren Nucleinséuren (von denen die eine Guanyl- 
siure ist) gelést wurden. 


Die von Feulgen*) durch enzymatische Digestion vom 
3-Proteide aus Pankreas hergestellte und von ihm ,,Guanyl- 
nucleinséure“ genannte Substanz steht zweifelsohne der oben 


1) R. Feulgen, Diese Zeitschr. Bd. 91, S. 165. 
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beschriebenen nahe. Feulgen gibt dieselben Spaltungspro- 
dukte fiir seine Nucleinsiure an, die ich gefunden habe. Mit 
Natriumacetat konnte er nach alkalischer Hydrolyse ein Al- 
kalisalz der Guanylsiiure ausfillen. Nach der gefundenen 
Menge Guanylsiure berechnet er, dafj 1 Mol. Guanylsiure 
mit 1 Mol. Tetranucleotidsiiure vereinigt ist. Nach meinen 
Befunden miissen in meiner Nucleinséure mindestens 2 Mol. 
Guanylsiiure im Molekiile vorhanden sein. Feulgens Guanyl- 
nucleinsiure war rechtsdrehend, was ich auch fiir die meine 
gefunden habe. 

Von gréfierem Interesse als die endgiiltige Feststellung 
der quantitativen Zusammensetzung dieser komplizierten 
Substanzen scheint mir der sichere Nachweis_ wirklicher, 
hydrolysierbarer Bindungen zwischen ,,einfachen* und ,,zusam- 
mengesetzten* Nucleinsiuren zu sein. Ich schlage fiir der- 
artige Verbindungen den allgemeinen Namen _,,gekoppelte 
Nucleinsiuren“ vor. Inwieweit ,gekoppelte Nucleinséuren“ 
als solche im Organismus vorkommen oder Laborationsprodukte 
sind, dariiber wird natiirlich durch vorliegende Arbeit nichts 
gesagt. 

Die Untersuchung wird von mir fortgesetzt. 

















Chemische Untersuchungen iiber Pflanzengallen. 
III. Mitteilung. 


Von 


Karl Branhofer und Julius Zellner. 


(Der Redaktion zugegangen am 25. November 1919.) 


Seit dem Erscheinen der II. Mitteilung iiber diesen Gegen- 
stand') haben wir, um weiteres Tatsachenmaterial zur Auf- 
klirung der anscheinend sehr komplizierten biochemischen 
Verhiiltnisse bei der Gallenbildung herbeizuschaffen, zwei wei- 
tere Gallen untersucht, woriiber im folgenden berichtet wer- 
den soll. 


Die eine dieser Gallen ist die bekannte, von Chermes 
abietis L. (= Adelges abietis Kieffer) auf jungen Fichten- 
sprossen hervorgebrachte, weifilich oder griinlich gefirbte, einer 
kleinen Ananas ihnlich gestaltete Galle. Gleichzeitig wurden 
auch gesunde Sprofienden der gallentragenden Baume unter- 
sucht. Das Material war im August 1918 (kurz vor dem 
Auskriechen der Insekten) zu Patzau in Béhmen gesammelt 
worden. Die erhaltenen Werte sind aus der Tabelle auf der 
nachsten Seite ersichtlich. 


Die Zahlen bedeuten mit Ausnahme der ersten in jeder 
Kolonne Prozente der Trockensubstanz. 


In qualitativer Hinsicht ist zu bemerken, dafi der hohe 
Gehalt an in Petrolither léslichen Stoffen nicht etwa auf einer 
Fettanreicherung, sondern auf einer Ansammlung des Fichten- 


') Diese Zeitschr. Bd. 101, S. 255 (1918). 
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Galle Fichten- 

sprosse 

“lo lo 

Wassergehalt des frischen Materials 65,65 51,79 
Petrolitherauszug ...... . 8,19 4,55 
Se kk a ew 1,24 3,62 
Wasserauszug......... 47,68 22,94 
EE Es eae ke ~ kee 16,15 3,02 
Liésliche Nichtgerbstofle. . . . . 31,53 19,92 
Reduzierender Zucker, . . .. . 3,50 1,18 
Freie Séiure in Prozenten KOH . . 1,69 1,79 
In Wasser lisliche Mineralstoffe .. 2,90 1,88 
Gesamtstickstoff ....... 0,79 0,96 
Proteinstickstoff. . . . .. . . 0,59 0,89 
ee es ae ak SS ee 2,97 4,21 








balsams beruht, den man nicht selten in klaren Tropfen auf 
der Oberfliiche der Gallen ausgeschieden findet. Petrolither- 
und Atherauszug sind rotbraun gefirbt, wihrend sie bei den 
Fichtensprossen tiefgriine Farbe zeigen. Der heifi bereitete 
Wasserauszug enthalt neben anderen Stoffen nicht unerheb- 
liche Mengen Stiirke. Die letztere ist in Gestalt kleiner, 
meist ovaler Korner besonders im zentralen Teil der Galle, 
also dem umgewandelten Stammesorgan, stellenweise reichlich 
zu finden. Der reichlich vorhandene Gerbstoff gibt eine tief- 
griine Eisenreaktion, wird durch basisches Bleiacetat gelblich- 
weif, durch Kupferacetat griinlichgrau und durch Kalium- 
bichromat rotbraun gefallt. Der Gehalt an reduzierendem 
Zucker und an ldéslichen Mineralstoffen ist erheblich gréfer, 
die freie Siéure unerheblich geringer wie in den gesunden 
Sprossen. Der Stickstoffgehalt ist sehr niedrig, namentlich 
der Kiweibstickstoff. Verholzung ist nur stellenweise und 
schwach ausgebildet nachweisbar. 


Wir haben in diesem Falle auch die quantitative Ana- 
lyse der Mineralstoffe durchgefiihrt, da in dieser Hinsicht 
bisher noch wenig Angaben vorliegen. Es wurden folgende 
Zahlen erhalten: 

















Bp aes 
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. Fichten- 
Galle 
sprosse 

*/o 0 
Al,O, + Fe,O, . 0,66 1,58 
Mn,O,.., . 2,31 4,46 
eg. ke Neg 4,69 22,82 
I or ict Cig taregl 4,09 4,40 
eee 53,38 33,07 
RR oe: Lehi. a Spur 1,01 
ae 1,87 15,19 
CO, und Verlust 14,35 8,06 
Me, ee a 12,00 6,13 
| a 2,62 1.04 
ski aw 1,56 0,69 
or ae cee 2,52 1,55 








Wir werden auf diese Resultate weiter unten zu sprechen 
kommen. 


Die zweite untersuchte Gallenart war die von Hormomyia 
fagi Hartig (= Mikiola fagi Léw.) auf den Blattern der Rot- 
buche erzeugte, hornartig feste, blafigriine oder rétliche Galle. 
Das Material war im Juli 1919 im Wienerwalde gesammelt 
worden; zu dieser Zeit waren die gallenbildenden Tiere im 
Beginne ihrer Entwicklung. Zum Vergleich wurden die gallen- 
tragenden Blatter analysiert. Dabei ergaben sich die in der 
Tabelle auf der nachsten Seite enthaltenen Werte. 


Die Analysen zeigen mehrfache Abweichungen von den 
bisher in der Regel bei Gallen beobachteten Verhaltnissen: 
dahin gehért der im Vergleich zu den befallenen Blittern 
geringere Gehalt an wasserlislichen Stoffen (der erste bisher 
beobachtete Fall dieser Art), ferner der verminderte Prozent- 
satz an Gerbstoff und freier Siure; dies steht im Zusammen- 
hang mit einer ungewodhnlich grofen Menge von Membran- 
stoffen, die, wie das Mikroskop zeigt, einem sklerenchymatischen 
Gewebe angehiren und die hornartige Beschaffenheit der Galle 
bedingen. Diese Membranen geben keine Liguinreaktionen. In 
qualitativer Hinsicht wire noch zu bemerken, daf} mitunter 
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Gallen- 
Galle tragende 
Buchenbliitter 
"lo “lo 

Wassergehalt des frischen Materials 42,44 39,48 
Petrolitherauszug ....... \ 0.84 3,04 
ee a rr, | | 5,34 
Tr Gs - a Sa ee 20,00 25,65 
I an te - e e 3,18 7,05 
Lislicher Nichtgerbstoff. . . . . 16,82 18,62 
Reduzierender Zucker. . ...., 5,91 2:78 
Freie Siure als KOH berechnet . . 0,57 1,54 
Im Wasser lisliche Mineralstoffe . 1,59 2,76 
Gesamtstickstoff . . ..4..~.. 0,58 2,30 
Kiweibstickstoff. . . . .... — 2,12 
Rohfaser . . at ge ~ Guta ON ae 42,59 25,42 
ee ah ic -Ter ee 1,96 4,58 








in den peripheren Zellschichten Anthokyan vorkommt, und 
zwar reichlicher bei Gallen, die in 1200 m Seehdhe, als bei 
solchen, die bei etwa 250 m Seehéhe gesammelt worden waren. 
Der spirlich vorhandene gerbstoffartige Kérper gibt eine oliv- 
braune Hisenreaktion, mit basischem Bleiacetat eine gelbe, 
mit Kupferacetat eine griinliche, mit Kaliumbichromat keine 
Fallung. Er unterscheidet sich durch diese Reaktionen nicht 
von dem in den Buchenblattern enthaltenen Gerbstoff. 


Im Gegensatz zu den oben erwihnten, von den sonst bei 
Gallen beobachteten abweichenden chemischen Verhialtnissen 
ergab die Aschenanalyse ein ganz ibnliches Bild wie bei 
Adelges abietis. Es wurden nimlich die aus der Tabelle auf 
der nichsten Seite ersichtlichen Werte erhalten. 


Wie bereits in der II. Mitteilung erwihnt wurde, sind die 
vorliegenden Untersuchungen von dem Gedanken ausgegangen, 
dafi in den chemischen Verhialtnissen bei Gallen einerseits 
und chlorophyllarmen Phanerogamen und Pilzen anderseits 
gewisse Analogien obwalten diirften. Nachdem nun in die 
chemische Beschaffenheit der heterotrophen Phanerogamen ein 
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Galle Buchenblatter 

"lo °/o 
Al, O, -+- Fe,O, . 0,73 1,88 
th ee 2,58 2,50 
a 14,79 25,11 
| re 7,26 6,63 
a So... MO ag 49,44 30,51 
eae Spur — 
ee 2,71 16,93 
CO, und Verlust 11,88 7,33 
| ae ae 7,36 5,40 
2,65 3,43 
ee ee 0,60 (),28 








gewisser Einblick gewonnen worden ist”), und nunmehr auch 
einiges Beobachtungsmaterial hinsichtlich der Gallen vorliegt, 
diirften die folgenden Erwagungen nicht unbegriindet sein. 


Vor allem ist es wahrscheinlich, dafi die Gallenbildung 
nicht als ein einheitlicher, d. h. stets in gleicher oder ihn- 
licher Weise verlaufender Vorgang betrachtet werden kann. 
Dagegen sprechen schon iiuBere Umstiinde: die grofie Ver- 
schiedenheit der Gallenerzeuger — selbst wenn man nur durch 
Tiere verursachte Gallen in Betracht zieht —, die Verschieden- 
heit der auf demselben Pflanzenorgan von verschiedenen Gallen- 
erzeugern hervorgerufenen Neubildungen und endlich die Ver- 
schiedenheit der befallenen Pflanzen sowie deren Organe. 
Demgemi lassen sich auch nur wenige biochemische Gesetz- 
mifigkeiten anfiihren, die fiir alle Gallen gelten, meist lassen 
sich nur Regeln mit mehr oder weniger zahlreichen Aus- 
nahmen aufstellen. 


1. Der erhéhte Wassergehalt der Galle gegeniiber dem nor- 
malen Organ ist eine allgemein verbreitete Erscheinung, 
von der noch keine Ausnahme beobachtet wurde. Der 


') Das Mangan liegt in der Asche groBenteils als Manganat vor. 
*) Monatshefte f. Chem. Bd. 40, S. 293 (1919). 
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Unterschied im Wassergehalt ist oft sehr grofs, kann 
aber bis auf wenige Prozente herabsinken. 

Die Verminderung des Chlorophylls wird als ein Haupt- 
phinomen der Gallenbildung betrachtet. Bei den bisher 
untersuchten Gallen war auch der Chlorophyllgehalt sehr 
gering. Doch sind auch Gallen mit reichlichem Chloro- 
phyllgehalt bekannt (Pontania proxima auf Salix, Erio- 
phyes piri auf Pirus communis), anderseits kénnen auch 
normalerweise chlorophyllarme Organe Gallenbildung auf- 
weisen (Pilze, Bliiten). 


. Mit dem Chlorophyllmangel sollen nach Ansicht einiger 


Forscher gewisse bei den Kiweifikérpern und deren Ab- 
kémmlingen obwaltende Verhiltnisse zusammenhingen. 
In der folgenden Tabelle ist das einschligige Zahlen- 
material zusammengestellt. Die Zahlen bedeuten Pro- 
zente der Trockensubstanz, der lésliche Stickstoff ist 
durch Subtraktion des Eiweifistickstoffes vom Gesamt- 
stickstoff ermittelt. Aus diesen Zahlen geht hervor, dal 
in der Mehrzahl (70°/,) der Fille der Gesamtstickstoff 
vermindert und in mehreren Fallen ganz auffallend gering 
ist. Weiters zeigt sich in allen untersuchten Fiillen die 
von Molliard gefundene Gesetzmiafiigkeit bestitigt, dal) 
das Verhiltnis des léslichen, nicht eiweifjartig gebundenen 
zum Gesamtstickstoff gréfer ist bei den Gallen wie bei 
den normalen Organen. 


. Die Regel, dafi der Gerbstoffgehalt in den Gallen erhéht 


sei, trifft hiiufig zu, hat aber Ausnahmen (z. B. Mikiola). 
Es scheint eine gewisse Korrelation mit dem Zucker- 
gehalt in der Weise stattzufinden, dali sehr gerbstoff- 
reiche Gallen wenig Zucker enthalten und umgekehrt. 
Dies ist nicht befremdlich, wenn man bedenkt, daf die 
Gerbstoffe, auch wenn sie nicht glukosidisch sind, wahr- 
scheinlich in einem genetischen Zusammenhang mit dem 
Zucker (bes. Traubenzucker) stehen. Auch hat Koch’) 


') Phytochemische Studien, Dissertation der Universitit Lausanne 
(1895), 
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gezeigt, dafi der Zuckergehalt von Cynips folii mit der 
Reife bedeutend zunimmt. 


. Von héher molekularen Kohlehydraten in den Gallen ist 


noch wenig bekannt, nur beziiglich der Starke weif} man, 
daB sie hie und da, wenn auch nicht in auffallender 
Menge, vorkommt. Die Membranstoffe (die Rohfaser) sind 
in der Regel vermindert. Im allgemeinen sind die Gallen- 
gewebe aus diinnwandigen und locker verbundenen Zellen 
zusammengesetzt. Doch sind auch sklerenchymatische 
Gewebe nicht selten. Sie bilden meist nur eine bestimmte 
Schichte oder die ganze Galle besteht aus solchem Ge- 
webe. Verholzte Elemente finden sich hie und da, meist 
nur spirlich. 


. Der Gehalt an freien Siuren (sauren Salzen) scheint bald 


vermindert, bald erhéht zu sein, doch sind noch zu wenige 
Fille in dieser Beziehung untersucht. 


. Anthokyan findet sich bei Gallen hiiufig, und zwar in 


ihnlicher Weise wie bei Friichten, so zwar, dafi die 
stiirkst belichteten Stellen eine Anreicherung des Farb- 
stoffes in den peripheren Zellschichten aufweisen. Auch 
die Héhenlage spielt eine Rolle (siehe Mikiola). 


. Der Gehalt an Stoffen, dic in Petrolather léslich sind, 


ist sehr wechselnd. Fette sind immer nur in geringer 
Menge vorhanden, dagegen mitunter reichlich harz- und 
wachsartige Kérper. Solche Stoffe scheinen fiir die Gallen- 
bildung nicht von Belang zu sein, ihre Menge hingt von 
der Natur des befallenen Organes ab. Ahnliches gilt von 
den in Ather léslichen Stoffen (siehe die II. Mitteilung). 


. Beziiglich der Mineralstoffe liegt noch nicht viel ana- 


lytisches Material vor. Nach einer Angabe von Koch 
(1. c.) soll die Asche ,mitteleuropiischer Gallipfel* (wahr- 
=" von Cynips folii) enthalten: CaO 5,17 °/,, K,O 
15,65 */,, SiO, 17,79 °,, P.O, 32,38 °/,, SO; 2682 °°). 
kein MgO; Fe, Al, Mn und Cl wurden nicht bestimmt. 
Diese Analyse sieht sehr unwahrscheinlich aus; eine derartig 
saure Pflanzenasche stiinde wohl ohne alle Analogie da. 


Weiter hat Molliard (1. c.) eine Analyse der Asche von 
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Schizoneura lanuginosa sowie der Ulmenbliitter (Ulmus 
compestris), auf denen sich jene Galle entwickelt, mit fo!- 
gendem Ergebnis verdéffentlicht: 

















Galle Ulmenblatter 

“/o “lo 
i 0,47 1,42 
Mr. 2 a 8 0,04 0,21 
as Pace Sa 20,73 38,92 
ee. aed 42,64 19,20 
MES tains 12,10 35,80 
ek se oS 9,87 0,79 
>. are 1,50 0,40 
eae 4,88 1,57 
ee sete Ue 2,87 3.00 
| ae kee 0,00 2,70 


Auch diese Analysen sind nicht einwandfrei. Erstens 
ergeben sie Summen von 95,10 °/, bzw. 104,01 °/,; zwei- 
tens fehlt das MgO ginzlich; wenn dies bei der Gallen- 
asche auch méglich (wenngleich nicht wahrscheinlich) sein 
mag, da von anderer Seite ebenfalls die Armut der Gallen 
an Magnesia erwihnt wird, so kann dies unméglich bei 
der Asche der Ulmenblatter zutreffen. Immerhin ergibt 
sich ein beiliufiges Bild von der Verteilung der Mineral- 
stoffe in den Aschen, ihnlich demjenigen, das unsere Ana- 
lysen liefern. 

Aus unseren friiheren Untersuchungen geht hervor, dati 
die Gallen zumeist farmer an Mineralsubstanz sind wie 
die normalen Organe. Dagegen ist der in Wasser lésliche 
Anteil im Verhiltnis zur Gesamtasche in der Regel gréfier. 
Dies steht im Zusammenhang mit der auffallenden An- 
reicherung des Kaliums. Die Phosphorsiure, Schwefelsiure 
und Chlor scheinen ebenfalls meist vermehrt zu sein, 
ebenso die Kohlensiure, was auf einen gréferen Gehalt 
der Gallen an organischsauren Salzen hinweist. Sehr auf- 
fallend vermindert ist der Kalk, auch Eisenoxyd und Ton- 
erde, hiufig auch das Mangan, wihrend die Magnesia un- 


1] 
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gefihr in gleicher Menge wie in den Aschen der nor- 
malen Organe auftritt. Sehr bemerkenswert ist die Ver- 
minderung der Kieselsaure. 


Das chemische Hauptphinomen der Gallenbildung 
liegt offenbar in der Anreicherung niedrig mole- 
kularer, kristalloider oder doch leichter diffu- 
sionsfahiger Kérper. Dies scheint auch fiir die Gallen- 
gerbstoffe zu gelten, insofern sie, wie man vom Tannin 
weif}, wenn schon nicht kristalloid, so doch niedriger 
molekular sein diirften wie die normalen Pflanzentannoide. 
Die in der I. Mitteilung geaéiuferte Anschauung ist nun- 
mehr dahin zu erweitern, dafi als osmotisch wirksame 
Stoffe nicht blofi Mineralstoffe, organische Siuren und 
Zucker, sondern auch einfacher gebaute Stickstoffverbin- 
dungen, ferner Gerbstoffe und ihnen nahestehende Kérper 
in Betracht kommen. Mit der Anreicherung solcher Stoffe 
wire, sowie in jungen Pflanzenteilen, Friichten und riiben- 
artigen Wurzeln eine Erhéhung des osmotischen Druckes 
und eine lebhaftere Saftbewegung zur Galle hin verbunden. 
Daf die Saftzufuhr eine lebhafte ist, geht schon daraus 
hervor, dafi die von der Galle befallenen Organe nur 
wenig und meist nur in der nichsten Umgebung der 
Ansatzstelle leiden und dab, wie Molliards Unter- 
suchungen zeigen, die Zusammensetzung gallentragender 
Blatter keine Verarmung an stickstoffhaltigen Stoffen auf- 
weist, wihrend allerdings nach Vandervelde’) eine Ver- 
minderung an Mineralstoffen bemerkbar ist. Eine ener- 
gische Saftbewegung findet auch zu den Friichten hin statt 
und es scheint, da der oft betonten morphologischen Ahn- 
lichkeit zwischen Gallen und Friichten (wobei nicht blof 
saftige, sondern auch trockene Friichte in Betracht kommen) 
auch eine gewisse chemische Analogie entspricht. 

In den Gallen verlaufen die synthetischen Prozesse offenbar 
langsamer und unvollstindiger wie in den normalen Or- 
ganen. Ob der Chlorophyllmangel dabei die fundamentale 


) Bot. Jaarb. Dodonaea 8, 102 (1896), 
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Erscheinung ist, wie mehrfach angenommen wird, ist ange- 
sichts der Tatsachen zu bezweifeln, dafi, wie schon erwihnt. 
Gallenbildung auch an chlorophyllarmen Organen (z. B. Bliiten) 
auftritt und anderseits auch stark griine Gallen existieren. 

Wenn auch die bisherigen Forschungen einen gewissen 
Kinblick in die Biochemie der Gallenbildung gewiihren, so jst 
doch nicht zu verkennen, daf der Kern der ganzen Frage, 
niimlich die Natur der Reizstoffe, noch nicht angeschnitten 
ist. Auch besteht nicht viel Hoffnung, dieser Frage gegen- 
wiirtig auf makrochemischem Wege beizukommen, besonders 
mit Riicksicht auf die vielen, meist vergeblichen Versuche, 
durch Kinwirkung von chemischen Stoffen, Organsiften u. dgl. 
kiinstlich Gallen zu erzeugen, da wir selbst in den Fallen, in 
denen eine Art Gallenbildung gelungen ist, iiber die Natur 
der Reizstoffe im Dunkeln sind. 

Die Annahme, daf} in den Sekreten der Gallenerzeuger 
l’ermente (besonders Karbohydrasen und Proteasen) enthalten 
seien, hatte im Sinne unserer Anschauungen insofern etwas 
fiir sich, als die enzymatischen Prozesse die Bildung niedrig- 
molekularer Stoffe erklirlich machen. Der Nachweis solcher 
Fermente ist uns aber bisher nicht gelungen, wobei freilich 
zu bemerken ist, daf} es sich méglicherweise um eine lokal 
engbegrenzte Erscheinung an der Ansatzstelle und somit um 
so kleine Fermentmengen handelt, dafi der makrochemische 
Nachweis versagt. Das Vorhandensein solcher Fermente kénnte 
iibrigens nur die Tumorbildung und auch diese nur zum Teil 
erkliren, da die Mineralstoffbewegung oder die Bildung von 
Sklerenchym dadurch nicht begreiflicher wird. Ganz dunkel 
bleibt nach wie vor die Natur des formativen Reizes. 
Bemiihungen in dieser Richtung sind wohl aussichtslos, so- 
lange wir tiber den Zusammenhang der spezifischen Konstitution 
des Protoplasmas und der spezifischen Gestalt, der normalen 
Pflanze nichts wissen. 

Die niichsten Aufklirungen auf diesem schwierigen Gebiete 
sind nach unserer Meinung auf dem Wege der Mikrochemie, 
verbunden mit der Entwicklungsgeschichte, zu erhoffen. 








Uber die Hefenucleinsaure. 


(Zur Mitteilung von H. Steudel und E. Peiser, Diese Zeitschrift 
Bd. 108, S. 72.) 
Von 
S. J. Thannhauser und P. Sachs. 
(Aus der II. med. Klinik (F. Miller), Miinchen.) 





(Der Redaktion zugegangen am 27. Januar 1920.) 


Nach den analytischen Resultaten der unter der Leitung 
von H. Steudel ausygefiihrten Arbeit von Kowalewsky') soll 
die Hefenucleinsaéure ein Trinucleotid sein, das aus drei Mono- 
nucleotiden, die Guanin, Adenin und Cystosin enthalten, auf- 
gebaut ist. Das Urazil soll kein primires Spaltstiick der 
Hefenucleinsiure sein, da es sekundér durch saure Hydrolyse 
aus Cytosin entsteht. Durch die Untersuchungen von Levene 
und Jakobs*) wurde zweifelsfrei erwiesen, dafs das Urazil 
neben dem Cytosin in der Hefenucleinsiure vorgebildet ist. 
Levene konnte durch alkalische Hydrolyse der Hefenuclein- 
siure mit Ammoniak unter Druck ein Urazilglykosid, das 
Uridin, kristallisiert isolieren. Ferner beschrieben Levene 
und Jakobs eine Hydrolyse der Hefenucleinsaéure mit 2°/,iger 
Schwefelsiure, wobei ein Gemisch von Uridin- und Cytidin- 
phosphorsiiure entsteht. Es gelang jedoch diesen Forschern 
nicht die beiden Mononucleotide zu trennen und kristallisierte 
Derivate derselben zu isolieren. Nach der Auffassung von 
Levene und Jakobs ist die Hefenucleinsiure ein Tetra- 
nucleotid, das aus vier Monocleotiden, die Guanin, Adenin, 
Cytosin und Urazil enthalten, besteht. Das Molekiil der 
Hefenucleinsinre sei derartig aufgebaut, dab die vier 
Mononucleotide nur durch Phosphorsiureanhydritbindungen 
zusammengehalten werden. 


') Kowalewsky, Diese Zeitschrift Bd. 69, S. 240 (1910). 

*) P. A. Levene und Jakobs, Bericht dor deutsch. chem. Gesell- 
schaft Bd 42, S. 1198, 2469, 2474, 2703 (1909); ebenda Bd 43, S. 3162 
(1910); Bd. 44, S. 740 (1911) 
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Im Verlauf einer Reihe von Untersuchungen, die den 
Zweck hatten, hochmolekulare Spaltstiicke der Hefenuclein- 
siure zu isolieren und die Aufspaltung der Nucleinsauren im 
menschlichen Darmkanal aufzuklaren, konnte der eine von 
uns und G. Dorfmiiller') sowohl durch milde ammoniaka- 
lische Hydrolyse als auch durch Verdauung mit menschlichem 
Duodenalsaft ein hochmolekulares Spaltstiick gewinnen, das 
mit Brucin ein kristalisiertes Salz gibt. Dieser Kérper er- 
wies sich durch Analyse und vollstiandige Hydrolyse als ein 
Trinucleotid, das aus den Mononucleotiden Guanosin- Adenosin- 
und Cytidinphosphorsiure besteht und mit 6 Molekiilen Brucin 
kristallisiert. Diese Substanz nannten wir Triphosphonuclein- 
siure. Neben der Triphosphonucleinséiure konnten wir bei 
den gleichen chemischen und fermentativen Hydrolysen ein 
Mononucleotid, die Uridinphosphorsiiure als kristallisiertes 
Brucinsalz isolieren und durch vollstiindige Hydrolyse, Ana- 
lyse und optische Aktivitaét charakterisieren. Auf Grund 
dieser analytischen Resultate, insbesondere aus der Tatsache, 
dafs die Triphosphonucleinsiiure mit 6 Mol. Brucin ein kristal- 
‘isiertes Salz bildet, nahmen wir an, daf} die vier Mononucleo- 
tide im Hefenucleinsiuremolekiil nicht nur durch Phosphor- 
siureanhydritbriicken verbunden sind, sondern dafi drei Mono- 
nucleotide, und zwar die das Molekiil der Triphosphonuclein- 
siiure aufbauenden Guanin-Adenosin- und Cytidinphosphor- 
siiuren noch durch intramolekulare Bindungen, wahrscheinlich 


1) S. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller, Diese Zeitschrift 
Bd. 91, S. 329; Bd. 95, S 259; Bd. 100, 8. 121. — S.J. Thannhauser, 
Habilitationsschrift, Miinchen (1917). 
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durch atherartige Sauerstoffbriicken von Kohlehydrat zu Kohle- 
hydrat, zusammengehalten werden. Durch die milde, ammo- 
niakalische Hydrolyse und durch die fermentative Hydrolyse 
im menschlichen Diinndarm werden nur die Phosphorsiure- 
anhydridbindungen gelést, so daf die mit 6 Mol. Brucin ein 
Salz bildende Triphosphonucleinsiiure und die mit 2 Mol. 
Brucin kristallisierende Uridinphosphorsiaure entstehen. Die Uri- 
dinphosphorséure diirfte somit lediglich durch eine Phos- 
phorsiureanhydritbindung im Molekiil der Hefenucleinséure 
verankert sein, wiaihrend die drei anderen Mononucleotide noch 
durch intermolekulare Bindungen aneinandergefiigt sind. Die 
durch die Isolierung der Triphosphonucleinsiiure begriindete 
Annahme, da im Hefenucleinsiuremolekiil aufer den Phos- 
phorséureanhydritbindungen noch intermolekulare Verkettungen 
der Kohlehydrate bestehen, wurde, zunichst ohne experimen- 
telle Beweise, von Feulgen') auch fiir die tierischen Nuclein- 
siuren postuliert. In einem Schema kénnen wir uns den 
Aufbau der Hefenueleinsiiure auf nebenstehende Weise ver- 
anschaulichen. Die punktierten Linien zeigen den Verlauf der 
milden ammoniakalischen und fermentativen Hydrolyse an. 
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') R. Feulgen, Diese Zeitschrift Bd. 101, S. 288 (1918). 
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Steudel und E. Peiser suchen nun in einer neuerlichen 
Untersuchung tiber die Hefenucleinsaéure') die divergierenden 
Befunde der Beteiligurg der Uridinphosphorsiure an dem 
Autbau der Hefenucleinsiure von Levene und Jakobs und 
von dem einen von uns und G. Dorfmiiller einerseits und 
der aus dem Steudelschen Laboratorium stammenden Unter- 
suchung von Kowalewsky anderseits aufzukliren. Steudel 
gleubt, dafs das Ausgangsmaterial fiir die Untersuchungen, 
die von Béhringer und Séhne gelieferte Hefenucleinsiure, 
durch den Darstellungsprozefi in der Fabrik derartig veriin- 
dert sein kénnte, daf} bereits die Uridinphosphorsaure in dem 
gelieferten Praiparat nicht mehr in molekularer Bindung mit 
den drei anderen Mononucleotiden vorhanden sei und eventuell 
durch einen hydrolytischen Prozef} der an Fermenten reichen 
Hefe aus der Cytidinphosphorsiéure sekundir hervorgegangen 
sein kénnte. Als experimentellen Beweis dieser nicht direkt 
von der Hand zu weisenden Voraussetzung verwandelte 
Steudel zuerst die von Bohringer gelieferte Hefenuclein- 
siure iiber das Bleisalz in die freie Nucleinsiure und fallte 
dann die schwach essigsaure Lésung der freien Nucleinsiiure 
fraktioniert mit Baryumacetat und Alkohol. Die in den 
Fraktionen entstandenen Niederschlige wurden in _heifiem 
Wasser gelést und wieder mit Alkohol gefillt. Beim Lisen 
in heifem Wasser blieb bei jeder Fraktion ein unldslicher 
Riickstand. Diese unléslichen Riickstinde wurden vereint, 
mit Natronlauge gelést, mit Essigsiure angesiiuert und mit 
Alkohol gefallt. Beim Liésen in verdiinnter Natronlauge blieb 
ein kleiner unléslicher Riickstand. 

Von allen Frakfionen (5) wurde das Verhiltnis P:N 
untersucht. Es wurden natiirlich grofe Schwankungen (1 : 2,09 
bis 1: 0,87) gefunden, da die auf diese Art gewonnenen Pra- 
parate keine analysenreifen Kérper sein kénnen. 

Die in verdiinnter Natronlauge unlésliche Baryumfallung 
zeigt ein Verhdltnis von P: N von 1: 0,87, das dem Verhiilt- 
nis P: N der Uridinphosphorséure entsprechen wiirde. Steu- 


') H. Steudel und E, Peiser, Diese Zeitschrift Bd. 108, 8. 42. 
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del und Peiser halten daher diese Fallung fiir ein Baryumsalz 
der Uridinphosphorséiure und schliefien, dafi in dem _ hefe- 
nucleinsauren Natrium Bohringer die Uridinphosphorsaéure 
yon dem Polynucleotidkomplex losgelést sei. Dieser Befund 
wirde nach Steudel die Resultate des einen von uns ,in einer 
neuen Beleuchtung* zeigen. Dieser Ansicht Steudels kénnen 
wir nicht beipflichten, selbst wenn die fiir Uridinphosphor- 
siure angesprochene Baryumfallung tatsiichlich ein Baryum- 
galz der Uridinphosphorsiure wire. Ein derartiger Befund 
wiirde nur sagen, dafj bei der iiblichen priparativen Darstel- 
lung der Hefenucleinsiiure ein Teil der Uridinphosphorsiéure 
aus dem Hefennucleinsiiuremolekiil losgelést wird, wie dies 
in vollstindiger Weise durch die von uns ausgefiihrte 
milde, chemische und fermentative Hydrolyse bewirkt wird. 
Der Befund Steud els wiirde eine Stiitze unserer experimentell 
begriindeten Annahme sein, daf die Uridinphosphorsiure im 
Hefenucleinsiuremolekiil lockerer als die anderen Nucleotide 
verankert ist und jedenfalls nur durch die Phosphorsaure- 
anhydritbildung im groBen Molekiil gehalten wird. 

Um festzustellen, ob die von Béhringer bezogene Hefe- 
nucleinsiiure tatsiichlich freie Uridinphosphorsiure enthilt, 
suspendierten wir 30 g freie Hefenucleinsiure in 500 ccm 
Wasser und schiittelten die Suspension 24 Stunden auf der 
Schiittelmaschine. Die Uridinphosphorsiure ist in Wasser 
aufierordentlich leicht léslich. Vom ungelisten Riickstand 
wurde abfiltriert und die Fliissigkeit unter vermindertem 
Druck auf ca. 60 cem eingeengt. Diese Lésung wurde zum 
Kochen erhitzt und 30 gr Brucin, in 60 ccm heifiem Alkohol 
geliést, hinzugegeben. Nach vierwéchentlichem Stehen war 
kein Brucinsalz ausgefallen. Die Hauptmenge des Brucins 
konnte der Lisung durch Ausschiitteln mit Chloroform wieder 
entzogen werden. Wire freie Uridinphosphorsiure in der 
Lésung der von Béhringer gelieferten Hefenucleinsiure zu- 
gegen, so wiirde das Brucinsalz dieser Siure ausgefallen sein, 
da das Uridinphosphorsiiurebrucinsalz in Wasser und verdiinn- 
tem Alkohol auberordentlich schwer léslich ist. Die Uridin- 
phosphorsiure ist durch ihr kristallisiertes Brucinsalz vom 
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S. P. 177/178 und durch ihre optische Aktivitaét ap = + 14,4! 
charakterisiert'). Die von Steudel und Peiser mit Baryum- 
acetat aus der Hefenucleinsiiure fraktionierte Substanz ist, bis- 
her nicht geniigend charakterisiert, um als Baryumsalz der 
Uridinphosphorsiure angesprochen zu werden. Die Hefenuclein- 
siure ist nach den bisherigen analytischen Daten als Tetra- 
nucleotid, das aus der Guanosin-Adenosin-Cyditin- und Uridin- 
phosphorsiiure aufgebaut ist, anzusprechen. 


') Diese Zeitschrift Bd. 100, S. 121. 
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Uber die Einwirkung einer alkoholischen Natriumacetatlésang 
aus Cholesterindibromid. 


Von 


A. Windaus und H. Liiders‘). 


(Aus dem Allgem. Chemischen Laboratorium der Univertitat Géttingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Februar 1920.) 


Vor einer Keihe von Jahren hatte ich die Einwirkung 
einer alkoholischen Natriumacetatlésung auf Cholesterindibromid 
studiert und zu meiner Uberraschung gefunden, daf hierbei 
Cholesterin als leicht fafibares Hauptprodukt gebildet wird’). 
Yor kurzer Zeit hat nun Lifschiitz*) denselben Versuch an- 
vestellt und beobachtet, dafi hierbei nicht das gewéhnliche 
Cholesterin, sondern ein neues Isomeres, das Metacholesterin, 
zebildet werde. Dieses Metacholesterin soll dem Cholesterin 
sehr iihnlich sein, es soll sich in den iiblichen Lésungsmitteln 
wesentlich leichter lésen als Cholesterin, es kristallisiert nicht 
in rhombischen Tafeln mit gradlinigen Rindern wie Chole- 
sterin, sondern mit oval nach auben gebogenen Randern; 
sein Schmelzpunkt und derjenige seines Acetats liegen 4—5° 
uiedriger als der des Cholesterins und des Cholesterylacetats. 
Wenn auch meines Erachtens diese Merkmale nicht ausrei- 
chen, um die Existenz des Metacholesterins als eines chemi- 
schen Individuums sicherzustellen und viel eher auf eine 
schwer zu beseitigende Verunreinigung des Cholesterins hin- 
deuten, so ist doch die Méglichkeit nicht von der Hand zu 
weisen, dafi hier wirklich ein neues Isomeres des Cholesterins 
vorliegt, das ich seinerzeit mit dem Cholesterin verwechselt 
habe. Ich habe darum Herrn cand. chem. H. Liiders ge- 
beten. die Versuche von Lifschiitz zu wiederholen und be- 


!) Mitgeteilt von A. Windaus. 
2) Nicht veréffentlicht. 
3) Diese Zeitschrift Bd. 106, S. 284 (1919). 
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sonders sein Augenmerk auf die Beziehungen zwischen 
Cholesterin und Metacholesterin zu richten. 

Auf Grund der Angaben in Lifschiitzs Arbeit ist Herr 
Liiders bei Darstellung des Metacholesterins folgendermaben 
verfahren: 20 g reines Cholesterindibromid wurden mit der 
gleichen Gewichtsmenge Natriumacetat in 200 ccm 90°, igem 
Alkohol gelést und 2 Stunden unter Riickfluf} gekocht; das 
Gemisch wurde dann mit dem gleichen Volum Wasser ver- 
diinnt und mit Ather mehrmals ausgeschiittelt; die Ather- 
extrakte wurden mit Wasser gewaschen und eingedampft, 
der hinterbleibende Riickstand wurde dann aus Methylalkohol 
umkristallisiert und so in Kristallen vom Schmelzpunkt 
141— 142° erhalten, die in ihren Eigenschaften dem Meta- 
cholesterin entsprachen; sie gaben indessen noch eine deut- 
liche Farbenreaktion mit Eisessig und konzentrierter Schwefel- 
siure’. Um zu priifen, ob dieses Material Cholesterin ent- 
halte, eignet sich das Windaussche Digitoninverfahren nicht, 
da auch diejenigen Verbindungen, die hier als Beimengungen 
am ehesten in Frage kommen, schwer ldsliche Digitonide 
bilden. Viel empfehlenswerter ist in diesem Falle die Iso- 
lierung des Cholesterins als schwer lésliches Dibromid®*): 

1,5 g Metacholesterin wurden in méglichst wenig Ather 
gelést und unter Kiihlung mit einer Auflésung von 5 g Brom 
in 100 cem Kisessig bis zur deutlichen Gelbbraunfirbung ver- 
setzt; alsbald schieden sich in reichlicher Menge Kristalle in 
der Form spitzer Nadeln ab, die nach dem Umkristallisieren 
aus Ather-Hisessig bei 122° schmolzen; sie zeigten weder im 
Schmelzpunkt und im Mischschmelzpunkt, noch in der Kristall- 
form einen Unterschied gegeniiber dem gewohnlichen Cholesterin- 
dibromid. 

Zur Reduktion wurde dieses Dibromid in einem Gemisch 
von Ather und Alkohol gelist und nach Zusatz von etwas Kis- 
essig mit einem Uberschu8 von Natriumamalgam unter an- 
dauerndem Schiitteln behandelt; dann wurde der Ather ab- 


’) Probe nach Lifschiitz auf ,Oxycholesterin‘, s. z. B, Berichte 
Bd. 41, 252 (1908). 
*) Windaus, Chemiker-Zeitung Bd. 30, 8. 1011 (1906). 
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destilliert, die organische Substanz durch Zusatz von Wasser 
ausgefallt, abgesaugt, ausgewaschen und aus 90 °/,igem Alkohol 
unkristallisiert; sie bildet die typischen Cholesterintafeln, 
schmilzt bei 146° (unkorr.) und gibt mit reinem Cholesterin 
keine Schmelzpunktsdepression. Durch Kochen mit Essig- 
siureanhydrid wurde sie in das Acetat verwandelt, das bei 
113° schmolz und mit Cholesterylacetat gemischt seinen 
Schmelzpunkt unverindert beibehielt. Aus diesem Versuche 
ergibt sich also, daf} entweder Metacholesterin nichts anderes 
ist als ein nicht ganz reines Cholesterin, oder dafi sich Meta- 
cholesterin bei der Addition von Brom sehr glatt in das 
gewohnliche Cholesterindibromid umwandelt; eine solche Um- 
lagerung wire allerdings theoretisch schwer verstandlich. 

Um indessen diese Méglichkeit mit Sicherheit auszu- 
schlieBen, hat Herr Liiders das ,,Metacholesterin“ wieder- 
holt aus Methylalkohol umkristallisiert und beobachtet, dafi 
hierbei der Schmelzpunkt langsam steigt, die Léslichkeit ab- 
nimmt und die Reaktion mit LEisessigschwefelsiure ver- 
schwindet. Kin so gereinigtes Material, das bereits den 
Schmelzpunkt 145° erreicht hatte, wurde nun noch in das 
Isobutyrat verwandelt, da dieses Derivat besonders schén 
kristallisiert, einen scharfen Schmelzpunkt (127—128°) besitzt 
und keine ,fliissigen Kristalle* bildet. 

Der mittels Isobuttersiureanhydrid in der iiblichen Weise 
bereitete Ester des ,Metacholesterins* schmolz nach dem 
Umkristallisieren aus Alkohol bei 127° und gab mit reinem 
Cholesterylisobutyrat keine Schmelzpunktdepression; er wurde 
dann noch mit alkoholischer Kalilauge gekocht und das ent- 
standene Verseifungsprodukt als reines Cholesterin durch 
Schmelzpunkt und Kristallform identifiziert. 

Zum Uberfiu8 ist auch von diesem Material das Acetat 
und das Dibromid bereitet worden, die mit den entsprechen- 
den Cholesterinderivaten vollstiandig iibereinstimmten. 

Nach diesen Versuchen ist kein Zweifel méglich, daf 
bei weitem die Hauptmenge des ,Metacholesterins* aus ge- 
woéhnlichem Cholesterin besteht. 














Findet sich Selen im pflanzlichen und tierischen Organismus?! 


Erwiderung 
yon 


R. Fritsch. 


Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium der EKidgendssischen technischen Hoch. 
schule in Ztirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. November 1919.) 


Mit Riicksicht auf verschiedene an uns gelangte Anfragen tiber das 
Vorkommen und die Bedeutung des Selens fiir den pflanzlichen Organis- 
mus haben wir seinerzeit die Untersuchungen von Th, Gafimann’), die 
im Universititslaboratorium Zirich ausgefiihrt wurden, nachgepriift. 

Wir sahen uns zu einer Richtigstellung der Angaben von GaBmann 
auch deshalb veranlaBt, weil von dem Genannten in dem ersten Heft de: 
neu erschienenen Zeitschrift ,Helvetica Chimica Acta‘ *) eine Publikation 
iiber Vorkommen von Selen im Regen und Schnee gemacht wurde, wo- 
nach sich die allgemeine Verbreitung des Selens ergeben sollte, 

Die Angaben von Gafimann erschienen uns von vornherein reclit 
zweifelhaft. In dieser Zeitschrift®) haben wir die Ergebnisse unsere 
Untersuchung veréffentlicht, wonach Selen in Pflanzen mit den bekannten 
Methoden nicht nachzuweisen ist und auch im Harn als Stoffwechsel- 
produkt, entgegen den Behauptungen von GaBmann, nicht aufzu 
finden war. 

Unter Beniitzung einiger Reaktionen, wie mit Veratrin, Codein und 
Colchicin, konnten wir noch Mengen von weniger als 0,01—0,02 mg Selen, 
falls wir dieses in Form einer Selenverbindung zusetzten‘), wieder auf- 
finden. 


') Diese Zeitschrift Bd. 97, S. 307 (1916); Bd. 98, S. 182 (1916); 
Bd. 100, 8. 209 (1917). 

2) Helvetica Chimica Acta. Volumen I. Fasciculus Primus (1918), 8. 52. 
Th. GaBmann, Uber das Vorkommen von Selenwasserstoff im Regen 
and Schnee. 

5) Diese Zeitschrift Bd. 104, S. 59 (1919). 

4) Diese Zeitschrift Bd. 104, S. 62 (1919). 
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Ks gelang uns aber nicht, mit einer dieser duferst empfindlichen 
Reaktionen, z. B. in einem Liter Harn, Selen nachzuweisen, wihrend nach 
GaBmann in 200 cm® Harn 2 mg Selen enthalten sein sollen. 

Auch in seiner neuen Arbeit’) bringt GaBmann nicht einen einzigen 
Beweis, da die von ihm erhaltenen braunen Niederschlige Selen ein- 
schlossen. 


Unverstindlich sind folgende Sitze *): 

1, ,Die Léslichkeit des Selens bzw. des oxydischen Selenkomplexes 

in Alkohol.* 

2. ,Der sirupartige, bréunlichgelbe Riickstand entspricht Vor- 

gingen.“ 

Was die Selendioxydoxalsdure*) anbelangt, ist meine Angabe wohl 
auf eine experimentelle Untersuchung zuriickzufiihren, abgesehen davon, 
dafBii man iiberall lesen kann, dafi Oxalsiure in Alkohol léslich ist und 
Gafmann aber deren Unlislichkeit zur analytischen Trennung 
henutzt! 

In dem von Gafimann angefiihrten Zitat im Gmelin-Kraut*) ist 
nichts iiber das Verhalten des Silberselenats angegeben; wir haben daher 
erst selber durch Versuche festgestellt, daB Silberselenat durch Gliihen 
sich zersetzt; es entweichen Selendiimpfe, wihrend sich an den Tiegel- 
wandungen ein Spiegel bildet. 

Meine Behauptung bleibt somit bestehen, daB das Selen in pflanz- 
lichen Organismen nicht vorkommt und auch fiir die Vorgiinge des 
tierischen Stoffwechsels nicht in Betracht kommt. 

Ks ist selbstverstindlich, daB die von Gafimann angegebenen 
Methoden zur quantitativen Bestimmung unbrauchbar sind. 

Nach der neueren Ansicht wiire es nach GafBmann®) midglich, daB 
der Selenkomplex mit dem Lecithin verbunden ist. Wir haben uns mit 
der Darstellung der Phosphatide*) aus einer grofen Anzahl] von Pflanzen 
beschiftigt, niemals konnten wir aber bei der Untersuchung dieser Pri- 
parate auch nur Anzeichen iiber das Vorhandensein von Selen beobachten, 
abgesehen davon, dafi bei den vielen friiheren Untersuchungen tiber Phos- 
phatide aus Pflanzen niemals derartige Beobachtungen gemacht worden sind. 

Es sei bemerkt, daB wir in einem unserer Phosphatide Eisen nach- 
gewiesen haben, welches in der Tat bei der quantitativen Bestimmung 
des Phosphors als rotbrauner Niederschlag auftrat. 


') Diese Zeitschrift Bd. 108, 8. 38 (1919). 

*) Diese Zeitschrift Bd. 108, S. 40 (1919). 

%) Diese Zeitschrift Bd. 104, S. 64 (1919). 

*) Gmelin-Kraut’s Handbuch der anorg. Chemie Bd. 1, Abt. I, 
8. 780 (1907). 
5) Diese Zeitschrift Bd. 108, S. 38 (1919) 
6) Diese Zeitschrift Bd. 97, S. 307 (1916). 








